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Wykaz skrotow

AAV (ang. adeno-associated virus) — wirus zwiazany z adenowirusami
AML (ang. acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa

AMPA (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) — kwas a-amino-3-

hydroksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy

AMPAR (ang. AMPA receptor) — receptor AMPA

APL (ang. acute promyelocytic leukemia) — ostra biataczka promielocytowa
ATP (ang. adenosine triphosphate) — adenozyno-5'-trifosforan

CAl, CA2, CA3 (tac. cornu Ammonis) — (R6g Amona) pola formacji hipokampa

CaMKIlla (ang. Ca**/calmodulin-dependent protein kinase II a) — kinaza biatkowa zalezna od

wapnia i kalmoduliny

CRISPR (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) — skupione,
regularnie oddalone, krétke powtdrzenia palindromowe (system obrony immunologicznej

bakterii przed egzogennym materiatem genetycznym)

DAB (ang. 3,3 -diaminobenzidine) — 3,3’-diaminobendyzyna

DAPI (ang. 4°,6-diamidino-2-phenylindole) — barwnik fluorescencyjny wiazacy si¢ do DNA
DG (ang. dentate gyrus) — zakret zgbaty (hipokampa)

DIO (ang. double-floxed inverted open reading frame) — podwojnie oflankowana odwrocona

otwarta ramka odczytu

DMEM (ang. Dulbecco s modified Eagle s medium) — pozywka hodowlana
DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

dsDNA (ang. double-stranded DNA) — dwuniciowy DNA

EF1a (ang. elongation factor-1 o)) — biatko odpowiedzialne za elongacj¢ tancucha

peptydowego w procesie translacji
EYFP (ang. enhanced yellow fluorescent protein) — zo6tte biatko fluorescencyjne (kolejnej generacji)

FBS (ang. fetal bovine serum) — cielgce serum plodowe



GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-

glicerynowego
hCG (ang. human chorionic gonadotropin) — ludzka gonadotropina kosméwkowa
HDR (ang. homology-directed repair) — homologiczna naprawa DNA

HEK?293 (ang. human embryonic kidney 293) — linia komérkowa ludzkich komorek

embrionalnych nerki

ITR (ang. inverted terminal repeat) — odwrocone powtdrzenie koncowe

KO (ang. knock-out) — usunigcie/delecja (genu)

LB (ang. Luria broth) — pozywka ptynna do hodowli bakteryjne;j

mRNA (ang. messenger RNA) — matrycowy RNA

ND10 (ang. nuclear dots-10) — kropki jadrowe-10; synonim ciatek jadrowych PML
NDS (ang. normal donkey serum) — surowica osla

NES (ang. nuclear export signal) — sygnal eksportu z jadra

NHEJ (ang. non-homologous end joining) — taczenie koncow niehomologicznych
NHS (ang. normal horse serum) — surowica konska

NLS (ang. nuclear localization signal) — sygnat lokalizacji jadrowej

OD (ang. optical density) — ggsto$¢ optyczna

OE (ang. overexpression) — nadekspresja (genu)

PBS (ang. phosphate-buffered saline) — sl fizjologiczna buforowana fosforanami
PBS-TX100 (ang. PBS — Triton X100) — PBS z dodatkiem detergentu Triton X100

PcG proteins (ang. polycomb-group proteins) — rodzina komplekséw biatkowych zaangazo-

wanych w remodelowanie chromatyny

PCR (ang. polymerase chain reaction) — fancuchowa reakcja polimerazy

PEI (ang. polyethylenimine) — polietylenoimina

PFA (ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

PML (ang. promyelocytic leukemia) — bialaczka promielocytowa; biatko PML

PMSG (ang. pregnant mare serum gonadotropin) — gonadotropina surowicy zrebnych klaczy



POD (ang. PML oncogenic domain) — PML-owa domena onkogenna; synonim ciatek

jadrowych PML

pz — para zasad

qPCR (ang. quantitative PCR) — ilo$ciowa reakcja PCR

RBCC (ang. RING—-B-box—coiled coil) — domena trzyczgsciowa (RING, B-box, zwinigta cewka)
RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

rpm (ang. revolutions per minute) — obroty na minute

RT-PCR (ang. reverse transcription PCR) — PCR z odwrotna transkrypcja

SDS (ang. sodium dodecyl sulfate) — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE (ang. SDS polyacrylamide gel electrophoresis) — elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym z uzyciem SDS-u

SOB™ (ang. super optimal broth) — medium SOB™

SPF (ang. specific-pathogen-free) — wolne od specyficznych patogenow

SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) — mate biatko modyfikujace podobne do ubikwityny
TBS (ang. Tris-buffered saline) — s6l fizjologiczna buforowana Tris

TBS-T (ang. Tris-buffered saline — Tween 20) — TBS z dodatkiem detergentu Tween 20
TE — (ang. transformation efficiency) wydajnos¢ transformacji

TE embryo — roztwor TE z obnizonym stgzeniem EDTA

TG — transgeniczny

Tris (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane) — trihydroksyaminometan

v/v (ang. volume/volume) — procentowe st¢zenie objetosciowe

WB (ang. Western blot) — metoda stuzaca do wykrywania biatek

WPRE (ang. woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element) —

potranslacyjny element regulatorowy wirusa zapalenia watroby §wistaka

WT (ang. wild-type) — typu ,,dzikiego”






Streszczenie

W jadrze komoérkowym oprocz materialu genetycznego i maszynerii niezbednej do
ekspresji genow obecne sa dodatkowe struktury, ktére petnia réznorodne funkcje. Jedna z nich
sa ciatka jadrowe PML (ang. promyelocytic leukemia nuclear bodies), ktore sa strukturami
dynamicznymi i funkcjonalnie niejednorodnymi. Gtéwnym i niezbednym elementem ciatek
jadrowych PML jest biatko PML. Ciatka jadrowe PML sa czesto zlokalizowane w miejscach
aktywnych transkrypcyjnie oraz stuza jako rezerwuar wielu innych biatek jadrowych. Ze
wzgledu na zroznicowane funkcje tych bialek, ciatka jadrowe i biatko PML sa posrednio
zaangazowane W szereg procesow, ktore moga mieé istotny wplyw na prawidtowe
funkcjonowanie moézgu zwierzat. Dotad nie zbadano roli biatka PML dla prawidlowego
funkcjonowania dojrzatego mézgu myszy. Poziom ekspresji biatkka PML w poszczegdlnych
strukturach mysiego moézgu jest zréznicowany 1 zalezy takze od wieku zwierzgcia.
U dorostych myszy relatywnie wysoki poziom biatkka PML wystepuje w hipokampie,

strukturze zwiazanej z uczeniem si¢ i pamigcia.

Glownym celem pracy bylo zbadanie wptywu biatka PML 1 ciatek jadrowych PML na
morfologi¢ jadra komodrkowego neurondéw hipokampa i na funkcje kognitywne dorostych
myszy. Aby osiagnaé zalozony cel, otrzymano i przebadano dwa modele zwierzat
zmodyfikowanych genetycznie. Jeden z modeli, z podwyzszonym poziomem biatka PML
w hipokampie, uzyskano poprzez wprowadzenie dodatkowej sekwencji PML za pomoca
wektora wirusowego AAV jako nosnika genu. Drugi z modeli, z delecja biatka PML
w hipokampie, otrzymano z wykorzystaniem wektora wirusowego AAV dostarczajacego
sekwencje gRNA dla PML w Cre-zaleznym systemie CRISPR/Cas9.

Przeprowadzono testy behawioralne (w systemie klatek IntelliCage) sprawdzajace
formowanie pamigci przestrzennej i proceduralnej, pamigci operacyjnej oraz poziom progu
lekowego. Wykazano, ze delecja biatlka PML w neuronach hipokampa pogarsza pamigé
operacyjna i obniza prog lekowy zwierzat. Pokazano takze, ze podwyzszenie lub obnizenie
poziomu PML nie ma wptywu na formowanie pamigci przestrzennej i proceduralnej. Analiza
mikroskopowych obrazow jader komoérkowych neurondéw hipokampa wykazata znaczne
zmiany ich morfologii oraz zmiany organizacji chromatyny w przypadku podwyzszonego
poziomu, lecz nie delecji, biatka PML. Potranslacyjne zmiany histonéw wykazaty, ze
w modelu z podwyzszonym poziomem biatka PML chromatyna aktywna transkrypcyjnie jest
bardziej upakowana. Natomiast chromatyna, ktora jest nieaktywna transkrypcyjnie, wykazuje
zwigkszony udziat modyfikacji zwiazanych z konstytutywnym wylaczeniem gendéw kosztem
udziatu modyfikacji zwiazanych z fakultatywnym wytaczeniem genéw. Modulacja poziomu
PML prowadzi do wspdétmiernego obnizenia lub zwigkszenia obecnosci w jadrze
komoérkowym biatka DAXX, partnera PML zaangazowanego w aktywacj¢ genéw wczesnej

odpowiedzi na stymulacjg¢ aktywnosci neuronalne;.



10



Abstract

In addition to genetic material and molecular machinery necessary for gene expression,
cell nucleus contains multiple auxiliary structures that perform diverse functions. These
structures include very dynamic and functionally heterogenecous PML (promyelocytic
leukemia) nuclear bodies. Their major and crucial constituent is the PML protein. PML nuclear
bodies often co-localize with transcriptionally active chromatin and serve as a reservoir of
multiple other nuclear proteins. Diverse functions of PML-binding partners place PML protein
and PML nuclear bodies at the crossroads of multiple cellular processes, which may be
essential for proper animal brain function. The role of PML protein in the adult mouse brain
however remains to be elucidated. PML expression varies across mouse brain regions and also
depends on animal age. In adult mice, a relatively high PML expression is observed in

hippocampus, a brain structure implicated in learning and memory formation.

The main objective of the study described in this thesis was investigation of the role of
PML protein and PML nuclear bodies in shaping the morphology of nuclei of hippocampal
neurons and maintaining cognitive abilities of adult mice. To this end, two transgenic animal
models were generated and analyzed. The first model, with hippocampal PML overexpression,
was obtained by introducing an additional PML gene copy be means of injection of AAVs as
a gene-carrying viral vector. The second model, with hippocampal PML ablation (knock-out),
was obtained using AAVs, which deployed gRNA for PML in a Cre-dependent CRISPR/Cas9

system.

To characterize spatial and procedural memory formation, operational memory, and
anxiety threshold, several behavioral tests were performed within the IntelliCage system. It
was demonstrated that hippocampal PML ablation impairs operational memory and lowers the
anxiety threshold. It was also shown that neither PML ablation nor its overexpression affect
spatial and procedural memory formation. Confocal image analysis revealed significant
morphological alteration of neurons’ nuclei and disrupted chromatin organization in the case
of PML overexpression, but not in the case of PML ablation. Histone post-translational
modifications indicated that in the model with PML overexpression, transcriptionally active
chromatin is more densely packed. Moreover, transcriptionally inactive chromatin displays an
increased share of modifications associated with constitutive gene inactivation at the expense
of decreased share of modifications associated with transient gene inactivation. Modulation of
PML level entails commensurate reduction or increase of the nuclear presence of DAXX,

a PML partner involved in transcriptional activation of neuronal immediate early genes.
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1 Wstep

1.1 Architektura jadra komorkowego

Wyodregbnione jadro komorkowe jest gléwna struktura komoérki determinujaca jej
przynalezno$¢ do komorek eukariotycznych. Oprocz jadra komorkowego typowa komorka
eukariotyczna zawiera zestaw organelli, do ktorych naleza m.in.: mitochondria — miejsce
powstania adenozynotrifosforanu (ATP) bedacego zrédlem energii komorki, siateczka
srodplazmatyczna szorstka charakteryzujaca si¢ obecnoscia rybosomoéw, czyli czasteczek
ztozonych z kwasow rybonukleinowych 1 biatek zaangazowanych w proces translacji,
siateczka $rodplazmatyczna gladka, aparat Golgiego sktadajacy si¢ ze sptaszczonych cystern
btonowych, w ktorych zachodza migedzy innymi modyfikacje potranslacyjne oraz lizosomy

(Alberts i in., 2002).

Jadro komorkowe (Rycina 1) jest przedziatem zawierajacym kwas deoksy-
rybonukleinowy (DNA) oraz maszyneri¢ niezbedna do ekspresji genéw w komorce
eukariotycznej (Spector, 1993; Lamond & Earnshaw, 1998). Od plynu wewnatrz-
komorkowego, czyli cytozolu, oddzielone jest btona nukleoplazmatyczna. W blonie tej obecne
sa pory jadrowe, przez ktore zachodzi transport czasteczek miedzy jadrem a cytoplazma
(Stoffler 1 in., 1999). W nukleoplazmie wypekiajacej wnetrze jadra komérkowego znajduje
si¢ miedzy innymi jaderko (jedno lub kilka) zawierajace kwasy nukleinowe i biatka, bedace
miejscem syntezy rybosomalnego RNA i powstawania rybosomow (Spector, 1993). W jadrze
komoérkowym wyrdzni¢ mozna rowniez terytoria chromosomowe sktadajace si¢ z chromatyny
poszczegbdlnych chromosoméw wystepujacej w dwoch postaciach: mniej skondensowanej —
euchromatyny — zawierajacej gléwnie geny aktywne transkrypcyjnie oraz bardziej
skondensowanej — heterochromatyny — ktorej udziat w procesie transkrypcji jest ograniczony
(Alberts 1 in., 2002; Cremer i in., 2000). W regionach mi¢dzychromatynowych zlokalizowane
sq ciala jadrowe, ktére poczatkowo postrzegane byly jako nieprawidlowe struktury
wystepujace w jadrach komorek ztosliwiejacych lub hiperstymulowanych (Brasch & Ochs,
1992; Sternsdorf 1 in., 1997). Naleza do nich ciatka Cajala po raz pierwszy zaobserwowane
przez Santiago Ramoéna y Cajala w 1903 (Bellini, 2000). Ciatka Cajala odgrywaja wazna rolg
w biogenezie malych jadrowych rybonukleoprotein uczestniczacych w procesie wycinania
introné6w w trakcie dojrzewania RNA (Matera, 1999; Nizami i in., 2010). Towarzysza im tzw.
cleavage bodies, ktore posrednio poprzez obecnos¢ czynnikow takich jak CstF czy CPSF

zaangazowane sa w proces poliadenylacji mRNA (Schul i in., 1996). W jadrze komoérkowym
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wyrdzni¢ mozna takze ciatka PcG (ang. polycomb-group proteins) bedace wielobiatkowymi
kompleksami, do ktoryc naleza biatka RINGI1, BMI1 oraz hPc2 i1 ktorych funkcja w
komorkach ssaczych nie jest znana. U Drosophila melanogaster biatka z grupy PcG
przemodelowuja chromatyng, powodujac epigenetyczne wyciszanie gendw (Saurin 1 in.,
1998). W przestrzeni migdzychromatynowej znajduja si¢ takze skupiska cetek (plamek)
jadrowych (ang. nuclear speckles), ktore wzbogacone sa w czynniki uczestniczace
w skladaniu (ang. splicing) mRNA. Cegtki jadrowe sa strukturami dynamicznymi, a ich
sktadniki moga rozprasza¢ si¢ w calej nukleoplazmie badz by¢ rekrutowane do miejsc
aktywnych transkrypcyjnie (Spector, 1993; Spector & Lamond, 2011). Istotnym komponentem
jadra komorkowego sa cialka jadrowe PML (ang. promyelocytic leukemia nuclear bodies,
PML-NBs), ktore uczestniczac w wielu $ciezkach sygnatowych petnia réznorodne funkcje.
Niniejsza rozprawa jest poswigcona migdzy innymi analizie zmian morfologicznych ciatek
jadrowych PML w odpowiedzi na interwencj¢ genetyczna szczegdtowo opisana w dalszej

czeS$ci rozprawy.

Cleavage body ,Ciatko P.CG.
Nl <

Por jadro
e Cialko Cajala

Terytoria chromosomowe
==

Miejsce transkrypcji
Ciatko PML

Blaszka jadrowa” Cetki jadrowe

J qdérko Heterochromatyna

Rycina 1. Schemat jadra komoérkowego. Na schemacie zaznaczono: cialka jadrowe PML, cetki jadrowe,
heterochromatyng, jaderko, blaszke jadrowa sktadajaca si¢ bialek klasy lamin, miejsce transkrypcji, por jadrowy,
cleavage body, ciatko PcG, cialo Cajala oraz terytoria chromosomowe. Rycina to zmodyfikowana ilustracja

z artykutlu Spectora (2001).
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1.2 Cialka jadrowe PML

Ciatka jadrowe PML, zwane réwniez ciatkami Kremera (ang. Kr-bodies), ND10 (ang.
nuclear dots-10) lub domenami onkogennymi PML (ang. PML oncogenic domains, POD)
(Sternsdorf i in., 1997; Hodges 1 in., 1998), sa dynamicznymi, funkcjonalnie niejednorodnymi
strukturami. Z reguly ich liczba w jadrze komérkowym waha si¢ od 1 do 30, a ich wielkos$ci
miesci si¢ w granicach od 0,2 do 1 pum. Analizy przeprowadzone za pomoca mikroskopii
elektronowej potaczonej z barwieniem immunocytologicznym wykazaty obecno$¢ ciatek
jadrowych PML, ktére w przekroju przypominaja paczek z dziurka (ang. doughnut-shape)
(Hodges 1 in., 1998) badz pierscien (ang. ring-shape) (Boisvert i in., 2000; Dellaire & Bazett-
Jones, 2004). Wielkos$¢, liczba oraz sktad ciatek jadrowych PML zaleza miedzy innymi od
fazy cyklu komorkowego (Bernardi & Pandolfi, 2007; Sternsdorf i in., 1997), stresu
komoérkowego (Bernardi & Pandolfi, 2007; Dellaire & Bazett-Jones, 2004), a takze zmieniaja
si¢ podczas infekcji wirusowych (Nisole i in., 2005). Badania z wykorzystaniem hybrydyzacji
in situ wykazaty, ze cialka jadrowe PML zlokalizowane sa w rejonach genomowych bogatych

w geny aktywne transkrypcyjnie (J. Wang i in., 2004).

Cho¢ gtownym 1 niezbgdnym elementem cialek jadrowych PML jest biatko PML, ciatka
te stluza réwniez jako rezerwuar dla wielu innych biatek jadrowych, ktore rezyduja w nich
stale lub przejSciowo (Bernardi & Pandolfi, 2007). Dotychczas w ciatkkach PML
zidentyfikowano okoto 170 rodzajow bialek, nieposiadajacych wspdlnych cech strukturalnych

1 pelnigcych rézne funkcje biologiczne (Van Damme 1 in., 2010).

1.3 Charakterystyka biatka PML

Biatko PML (ang. promyelocytic leukemia protein; znane takze jako TRIM19, PP8675,
RNF71 Iub MYL) zostalo po raz pierwszy szczegdlowo opisane, gdy odkryto, Ze jego
mutacja, ujawniajaca si¢ u ponad 90% pacjentdow, jest przyczyna ostrej biataczki
promielocytowej (ang. acute promyelocytic leukemia, APL) (Chen i in., 1995; Melnick &
Licht, 1999). Ostra biataczka promielocytowa jest jedna z postaci ostrej biataczki szpikowe]
(ang. acute myeloid leukemia, AML) 1 stanowi 5-10% wszystkich postaci AML. APL
charakteryzuje si¢ zahamowaniem dojrzewania promielocytdw oraz ich nagromadzeniem
w szpiku kostnym. Odkryto, ze przyczyna APL na poziomie molekularnym jest mutacja
w genie PML spowodowana translokacja chromosomowa t(15;17)(q22:q21) (Rowley 1 in.,
1977; Xiao 1 in., 1993; Kakizuka i in., 1991; Melnick i in., 1999). W jej wyniku dochodzi do
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potaczenia si¢ genu PML z genem receptora o kwasu retinowego (ang. retinoic acid receptor
a, RARa) 1 powstania biatka fuzyjnego PML/RARa (Grimwade i in., 1997; Pandolfi i in.,
1991).

Jak wspominano, biatko PML jest niezbednym elementem ciatek jadrowych PML.
Potwierdzaja to migdzy innymi badania przeprowadzone z wykorzystaniem komorek
pacjentow z ostra bialaczka promielocytowa, w ktérych zaobserwowano kluczowa rolg biata
PML w tworzeniu si¢ ciatek jadrowych PML (de Thé i in., 2012). Natomiast brak innych
komponentow jadrowych przejsciowo magazynowanych w ciatkach jadrowych PML, takich
jak Sp100 (w komorkach ND2 nieeksprymujacych biatka Sp100) lub BLM (u pacjentéw
z choroba Blooma z mutacja w genie BLM), nie wptywa na ich destabilizacj¢ 1 lokalizacjg

(Ishov i in., 1999; Zhong i in., 1999).

1.3.1 Budowa bialka PML

PML nalezy do rodziny biatek z motywem trojdzielnym (ang. tripartite motif family,
TRIM), charakteryzujacym si¢ obecnos$cia trzyczesciowej domeny RBCC (ang. RING—B-box—
coiled coil) powstatej z mniejszych struktur. Domena ta wystgpuje we wszystkich izoformach
PML i sktada si¢ z: domeny RING (ang. really interesting new gene, RING), dwoch motywow
typu B-box o strukturze palca cynkowego oraz domeny splecionych helis (ang. coiled-coil)
(Jensen 1 in., 2001; Nisole i in., 2005; Lallemand-Breitenbach & de Thé, 2010). Co istotne,
domena RING posredniczy w interakcji biatko—biatko (P. Wang i in., 2018) i ma zasadnicze
znaczenie dla lokalizacji PML w ciatkach jadrowych (Borden i in., 1995).

Gen Pml sktada si¢ z 9 egzonéw (Rycina 2), z ktorych w wyniku alternatywnego
sktadania powstaje siedem izoform biatka PML (I-VIIb; Rycina 3). Wszystkie izoformy sa
identyczne pod wzgledem konca aminowego (N-konca), natomiast r6znia si¢ na koncu
karboksylowym (C-koncu). Na N-koncowym odcinku obejmujacym pierwsze trzy egzony
wystepuje wspomniana domena RBCC. Réznice na C-koncu determinuja oddzialywanie
z innymi biatkami, a tym samym wplywaja na wielofunkcyjnos$¢ biatka PML. 1zoformy I-VI
maja lokalizacje jadrowa, natomiast izoforma VIIb jako jedyna posiada lokalizacje
cytoplazmatyczna. Wszystkie izoformy, oprocz VIIb, posiadaja sygnat lokalizacji jadrowej
(ang. nuclear localization signal, NLS), natomiast sygnal eksportu jadrowego (ang. nuclear
export signal, NES) wystgpuje jedynie w izoformie I. Izoformy [-VI posiadaja motyw SIM

(ang. SUMO-interacting motif) o charakterze hydrofobowym oraz moga wiaza¢ kowalencyjnie
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biatko SUMO-1 na trzech resztach lizynowych (izoforma VIIb — na dwoch resztach) (Jensen i
in., 2001; Nisole i in., 2005, 2013). W komoérkach mysich najwyzszy poziom ekspresji
osiagaja izoformy I oraz II (Condemine i in., 2006).

ﬂ sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) @ miejsce sumoilacji
u sygnat eksportu jadrowego (NES) O motyw SIM
PML-egzony L - s 2 45 6 Tafa s a
: czg$¢ wspélna dla PML I - PML IV :
START ) \ | STOP
I NLS SIM NES 1
I 476-490 556-565 704-713 I
PMLT NH, [ R | 81 B2 ] cc e ]| COOH
K65 KIGO K490

®0O ®

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy 9 egzonow dla genu Pml oraz domeny i motywy dla I izoformy bialka
PML. Na schemacie zaznaczono miejsce sygnalu lokalizacji jadrowej (NLS), sygnalu eksportu jadrowego
(NES), miejsca sumoilacji oraz motyw SIM. Na I izoformie biatka PML widoczne jest rowniez miejsce
wystgpowania domena RBCC, litera R oznaczono domeng RING, literami B1-B2 oznaczono dwa motywy typu
B-box o strukturze palca cynkowego oraz literami CC oznaczono domeng splecionych helis. Rycina to

zmodyfikowana ilustracja z artykutu Nisole’a i in. (2013).

PML I R—— TN 882pz 1)
PML II — I [ 829 pz
7ab*
PML IIT -2 641 pz
8b — izoformy jadrowe

PML IV 7 633 pz
PML V —7 611 pz

6-7"1 r7a*
PML VI -7 3 45 5 560pz

7b* .

PML VIIb (KNS 435 pz izoforma

cytoplazmatyczna

Rycina 3. Izoformy bialka PML. Schemat przedstawiajacy wszystkie izoformy bialka PML, zawarto$¢
egzondw, ich dlugos¢ wyrazong jako liczba par zasad (pz) oraz lokalizacje w komoérce. Gwiazdka oznaczono
miejsca, w ktorych zachowana zostata tylko czg$¢ sekwencji odpowiedniego egzonu. Rycina to zmodyfikowana

ilustracja z artykutu Nisole’a i in. (2013).

1.3.2 Modyfikacje potranslacyjne bialka PML

Biatko PML ulega modyfikacjom  potranslacyjnym.  Najlepiej  poznana
1 scharakteryzowana modyfikacja potranslacyjna biatkka PML jest sumoilacja, czyli
przytaczenie biatka SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier), ktére odbywa si¢ na resztach
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lizynowych (K65, K160 oraz K490) (Duprez i in., 1999). Sumoilacja jest niezbgdna nie tylko
w procesie powstania ciatek jadrowych PML, ale takze przyczynia si¢ do zachowania ich
funkcjonalno$ci. Swiadcza o tym badania przeprowadzone na mutantach biatka PML nie
ulegajacych sumoilacji, u ktéorych wystgpowal problem z rekrutacja komponentoéw ciatek
jadrowych PML, takich jak biatka Sp100 i DAXX zaangazowane w regulacj¢ transkrypcji
(Ishov 1 in., 1999; Zhong, Salomoni, Ronchetti, i in., 2000). W ciatkach jadrowych PML
sumoilacji ulegaja réwniez inne biatka tam magazynowane. Dla prawidlowej sumoilacji PML
kluczowa jest obecno$¢ domeny RING. Niektorzy badacze wysungli hipotezg, wedlug ktorej
biatko PML funkcjonuje jako ligaza E3 SUMO dla samego siebie oraz dla innych biatek
(Quimby 1 in., 2006; Saitoh 1 in., 2006; Shen i in., 2006; S. Yang 1 in., 2002).

1.4 Funkcje bialka PML i cialek jadrowych PML

Zrbéznicowany charakter gromadzacych si¢ w ciatkach jadrowych PML bialek utrudnia
przypisanie tym strukturom jednej charakterystycznej funkcji. Stanowiac rezerwuar dla wielu
bialek o znanych funkcjach, cialka jadrowe PML sa zaangazowane w regulacje szeregu
procesow biologicznych takich jak regulacja transkrypcji, odpowiedZ na stres komorkowy,
w tym stres zwigzany z uszkodzeniem DNA, regulacja cyklu komdrkowego i apoptozy oraz
odpowiedz na infekcj¢ wirusowa. W niniejszym rozdziale przedstawiono kilka przyktadow
potwierdzajacych istotny wptyw biatka PML 1 ciatek jadrowych na prawidlowe

funkcjonowanie komorek.

1.4.1 Regulacja transkrypcji

W dotychczas przeprowadzonych badaniach potwierdzono, ze jedna z waznych funkcji
biatka oraz ciatek jadrowych PML jest regulacja transkrypcji genow. Wiele czynnikow
transkrypcyjnych oraz regulatorow transkrypcji lokalizuje si¢ witasnie w tych ciatkach
jadrowych. Ciatka PML moga wptywaé na regulacj¢ transkrypcji poprzez modulowanie
dostepnosci lub aktywnos$ci czynnikdéw transkrypcyjnych (Zhong, Salomoni, & Pandolfi,
2000) oraz posrednio poprzez uczestniczenie w przebudowie chromatyny polegajacej na
zmianie dostgpnosci miejsc aktywnych transkrypcyjnie (P. P. Kumar 1 in., 2007). Istnieja
badania mowiace, ze PML dziata takze jako represor transkrypcji (Bernardi & Pandolfi, 2007).
Ciatka PML moga wspotwystgpowa¢ z niektorymi biatkami represorowymi, a takze

lokalizowac si¢ w poblizu centromeru, czyli fragmentu heterochromatyny bedacego miejscem
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wiazania biatek kinetochorowych i przyczepu mikrotubul podczas podziatu komorkowego.
Cho¢ zjawisko to obserwowane jest jedynie w trakcie fazy G cyklu komorkowego (Everett,
Earnshaw, 1 in., 1999; Luciani 1 in., 2006). PML dziala¢ moze zaréwno jako aktywator, jak
irepresor, poniewaz sklad 1 lokalizacja ciatek zmienia si¢ podczas trwania cyklu

komoérkowego oraz w trakcie stresu komorkowego (Bernardi & Pandolfi, 2007).

1.4.2 Odpowiedz na stres komorkowy i uszkodzenia DNA

Ciatka jadrowe PML w sposéb dynamiczny reaguja na sytuacje stresu fizjologicznego
w komorce. Czynnikami stresowymi, na ktore reaguje PML, moga by¢ szok cieplny badz
obecno$¢ metali cigzkich, co powoduje rozpad ciatek PML na liczne male mikrociatka.
Jednoczesnie zmiany strukturalne ciatek PML wywotane stresem komoérkowym zwiazane sa
ze zmiang ich skladu biochemicznego, powodujac deficyt/zanik zardwno biatka SUMO, jak
1Spl100 (Eskiw 1 in., 2003; Maul i in., 1995). Uszkodzenie DNA przez promieniowanie
ultrafioletowe (UV) réwniez powoduje rozpad cialek jadrowych na mniejsze (Conlan i in.,
2004; Salomoni i in., 2005), a promieniowanie gamma powoduje wzrost liczby cialek

jadrowych PML (Carbone 1 in., 2002).

Opisano grupg biatek zaangazowanych w napraw¢ DNA 1 wstrzymanie cyklu
komoérkowego, ktore wspotwystepuja z PML zardwno przed, jak i po uszkodzeniu DNA.
W pracy Dellaire’a 1 Bazett-Jonesa (2004) szczegdétowo opisano interakcje takich biatek jak:
kinaza ATR, CHK?2, helikaza BLM, RPA czy MRE11, ktoére moga lokalizowa¢ si¢ w ciatkach
PML w komorkach nieobciazonych stresem. Po uszkodzeniu DNA, biatka ATR i MREII
dysocjuja z ciatek PML, a nastgpnie ponownie z nimi asocjuja; CHK2 dysocjuje i nie
reasocjuje. BLM 1 RPA wspotwystepuja z ciatkami zwlaszcza w fazie G, podziatu
komodrkowego. Istnieje takze grupa bialek wspotwystgpujacych z PML w trakcie uszkodzen
DNA: ATM, biatko zespotu Wernera (WRN) czy BRCA1 i ufosforylowany histon H2AX
(Dellaire & Bazett-Jones, 2004). Podsumowujac, ciatka jadrowe PML moga regulowac
odpowiedz na uszkodzenia DNA na rozne sposoby: dzialajac jako miejsce magazynujace
1 uwalniajace bialka naprawcze (sam PML nie uczestniczy w naprawie DNA), poprzez
aktywna regulacj¢ naprawy DNA oraz poprzez aktywacj¢ punktu kontrolnego w cyklu
komorkowym (Bernardi & Pandolfi, 2007).
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1.4.3 Regulacja apoptozy

Wyniki wielu badan sugeruja, ze biatko PML jest waznym czynnikiem regulujacym
zarowno zalezny, jak 1 niezalezny od p53 szlak apoptotyczny. Biatko p53 jest kluczowym
czynnikiem transkrypcyjnym, ktory po uszkodzeniu DNA wstrzymuje cykl komorkowy
umozliwiajac naprawe materialu genetycznego. Jesli naprawa nie powiedzie si¢ lub nie
zostanie przeprowadzona w okreslonym czasie, p53 indukuje apoptozg. Mutacje w genie
kodujacym biatko p53 obserwowane sa w znacznym odsetku nowotwordw. Bialko p53
wspélnie z biatkiem MDM?2 tworza petle ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego. Podstawowa
funkcja biatka MDM2 jest utrzymanie p53 na niskim poziomie poprzez ciagle katalizowanie
jego degradacji (Haupt i in., 1997). Biatko p53 natomiast reguluje dodatnio ekspresj¢ genu
Mdm?2 (Barak 1 in., 1993). Okazuje sig, ze PML jest bezposrednio zaangazowany w regulacje
petli p5S3—-MDM2. PML aktywuje p53 poprzez rekrutacje do ciatek jadrowych, promujac jego
acetylacj¢ i fosforylacje, a takze uczestniczy w wiazaniu oraz hamowaniu MDM2 (Bernardi
1in., 2004; Kurki 1 in., 2003; Moller 1 in., 2003; Wei 1 in., 2003). Bialko PML moze
wywotywaé apoptozg rowniez niezalezna od p53 (zwiazana nieoczekiwanie z degradacja
biatka CHK2) (S. Yang i in., 2002, 2006). Konstytutywny partner PML jakim jest biatko
DAXX zdaje si¢ zar6wno wzmacniaé¢, jak i thumi¢ apoptoze. Potwierdzaja to wyniki
pokazujace, ze obecnos¢ DAXX w ciatkach jadrowych PML koreluje z jego zdolnoscia
uwrazliwiania komorek na receptor Fas stymulujacy proces apoptozy (Torii 1 in., 1999; Zhong,
Salomoni, Ronchetti, i in., 2000). Uwaza si¢ zatem, ze proapoptotyczne funkcje biatka DAXX
zalezne sa od jego lokalizacji w ciatkach jadrowych PML, podczas gdy jego antyapoptotyczne
funkcje widoczne sa w momencie przebywania poza ciatkami jadrowymi PML (Torii 1 in.,
1999; Zhong, Salomoni, Ronchetti, 1 in., 2000). Jak potwierdzily inne badania, rdznice
w cechach apoptotycznych biatka DAXX moga by¢ takze specyficzne dla rdéznego typu
komoérek (Meinecke i in., 2007). PML moze wplywac¢ réwniez na proces apoptozy poprzez
biatko FLASH, bedace pozytywnym regulatorem apoptozy indukowanej Fas. W odpowiedzi
na aktywacj¢ Fas biatkko FLASH jest uwalniane z cialek jadrowych i gromadzi sig
w mitochondriach, gdzie promuje aktywacje kaspazy-8 bioracej udzial w procesie apoptozy
(Milovic-Holm 1 in., 2007). Co wazne, proapoptotyczne zdolnosci PML mozliwe sa jedynie
przy nienaruszonej domenie RBCC; brak tej domeny znosi zdolnosci apoptotyczne PML

(Borden i in., 1997; Fagioli i in., 1998).
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1.4.4 Odpowiedz na infekcje¢ wirusowa

Komoérki stymulowane interferonem indukuja ekspresj¢ PML oraz innych biatek
jadrowych, takich jak Sp100 i1 ISG20, co powoduje zwigkszenie rozmiardéw 1 liczby ciatek
jadrowych PML. Sugeruje to, ze bialko i ciatka jadrowe PML moga peini¢ istotna role
w odpowiedzi na infekcje wirusowa (Gaboli i1 in., 1998; Gongora i in., 1997; Lavau i in.,
1995). Wirusy infekujace komoérke moga zaburza¢ dzialanie ciatek jadrowych PML,
przyktadowo wirus opryszczki pospolitej typu 1 (ang. herpes simplex virus type 1, HSV-1)
gromadzi si¢ w czg$ci peryferyjnej ciatek jadrowych, a wczesne biatko wirusowe HSV-1,
ICPO, lokalizuje si¢ w cialkach jadrowych i szybko wywotuje ich rozpad (Everett, Meredith,
1in., 1999). Ponadto potwierdzono, ze ekspresja ICPO powoduje spadek poziomu
sumoilowanego PML, w zwiazku z czym postawiono hipotezg, ze HSV-1 indukuje degradacjg
PML (Chelbi-Alix i in., 1998; Miiller & Dejean, 1999). Biatka IE1 oraz IE2 ludzkiego
cytomegalowirusa gromadza si¢ w ciatkach jadrowych PML, réwniez powodujac ich rozpad
(Ahn & Hayward, 1997). Infekcje wirusowe moga zatem znaczaco wpltywaé na sklad
1 stabilnos$¢ ciatek jadrowych PML. Zaburzenie funkcjonowania ciatek jadrowych PML
sprzyja transformacji nowotworowej wywotanej niektérymi wirusami, umozliwia ekspresj¢

genow wirusowych, a takze replikacje wirusa (Zhong, Salomoni, & Pandolfi, 2000).

1.4.5 Regulacja cyklu komorkowego

Sktad biochemiczny oraz liczba ciatek jadrowych PML znacznie zmienia sig
w zaleznosci od fazy cyklu komodrkowego. Przeprowadzono szereg badan, w ktorych
wykazano, ze w fazie Gy ciatek jadrowych PML jest niewiele, a ich liczba ro$nie, gdy
komorka przechodzi kolejno przez fazy G, S1 G, (Chang i in., 1995; Koken i in., 1995; Terris
11in., 1995). W pdzniejszych badaniach potwierdzono, ze we wczesnej fazie S ciatka jadrowe
PML ulegaja znieksztatceniu, a nastgpnie fragmentacji i rozszczepieniu na mniejsze ciatka.
W konsekwencji, w fazie G, cialek PML jest okoto dwa razy wigcej niz w fazie Gi.
Zwigkszenie liczby cialek jadrowych PML nie jest spowodowane zwigkszajaca si¢ ilo$cia
biatka PML, poniewaz najwyzszy poziom biatka PML zaobserwowano w fazie G,. Uwaza sig,
ze to raczej ciatka PML traca swoja integralnos¢ w wyniku wystgpujacych w fazie S

modyfikacji w strukturze chromatyny (Dellaire i in., 2006).

21



1.5 Bialko PML i cialka jadrowe PML w ukladzie nerwowym

Cho¢ wiadomo, ze w komoérkach niewystepujacych w uktadzie nerwowym PML pehni

szereg roznych funkcji, jego rola w tym uktadzie nie zostata jak dotad dobrze poznana.

Jedno z pierwszych doniesien na temat obecno$ci cialek PML w komorkach uktadu
nerwowego w warunkach patologicznych dotyczylo zaré6wno neurondw, jak 1 komorek
glejowych (Grunnet, 1975). Obecnos$¢ licznych 1 duzych cialek PML zaobserwowano
w komorkach Schwanna w zespole Guillaina-Barrégo, czyli ostrym wielokorzeniowym
zapaleniu demielinizacyjnym. W klasycznym przebiegu tej choroby dochodzi do
demielinizacji nerwoéw 1 uszkodzenia aksonow na skutek proceséw autoimmunologicznych
(Berciano 1 in., 1996). Inne badania wykazaly obecno$¢ biatkka PML w chorobach
poliglutaminowych prowadzacych do obumierania komérek moézgu (Takahashi i in., 2003;
Yamada 1 in., 2001). Badania te pokazaly obecnos¢ PML w ukladzie nerwowym 1 wykazaty
istotna role ciatek jadrowych PML w odpowiedzi na uszkodzenia komoérek nerwowych
wystgpujacych w niektorych chorobach uktadu nerwowego. W podzniejszych latach obecnos¢
ciatek jadrowych PML w zdrowych komoérkach potwierdzono w neuronach zwojow
rdzeniowych (Villagra 1 in., 2004), a takze w neuronach jadra nadwzrokowego mozgu

(Villagra i in., 2006).

Pierwszych informacji dotyczacych funkcji biatka PML 1 cialek jadrowych PML
w moézgu dostarczyly badania przeprowadzone przez Regada 1 in. (2009). Badania te skupialy
si¢ na obecno$ci i roli biatka PML w proliferacji i réznicowaniu neuronalnych komorek
progenitorowych w trakcie rozwoju kory nowej mozgu myszy. U embrionéw w 15 dni ciazy
(E15) zaobserwowano zmniejszenie liczby zrdznicowanych (MAP2-pozytywnych) neuronow
w gornej warstwie korowej, a u nowo narodzonych zwierzat PO zaobserwowano redukcje
grubosci kory moézgowej wynikajaca z zaburzenia udzialu poszczegdlnych podtypoéw
neuronalnych komorek progenitorowych (Pax6-pozytywnych badz Tbr2-pozytywnych).
Mozgi myszy z petlna ablacja PML byly w dniu urodzenia (PO) mniejsze niz mozgi myszy
z czg$ciowq ablacja PML 1 mézgi myszy z grupy kontrolnej (Regad i in., 2009).

W 2012 Miki i wsp. opublikowali prace, w ktorej przedstawili istotng role biatka PML
w regulacji cyklu dobowego. Czg$cia mozgu odpowiedzialng za behawioralng oraz
fizjologiczna regulacj¢ cyklu dobowego jest jadro nadskrzyzowaniowe zlokalizowane
w podwzgorzu. Na poziomie molekularnym rytm dobowy regulowany jest przez

transkrypcyjno-translacyjna pgtle ujemnego sprz¢zenia zwrotnego, w ktoérej produkt koncowy,
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ktérym jest biatko, hamuje proces ekspresji wlasnego genu. Kompleks biatkowy CLOCK-—
BMALI1 wiaze si¢ do sekwencji regulatorowych (E-box) Per 1 Cry, bedacych podstawowymi
genami cyklu dobowego. Powstate biatka Per i Cry wchodza w interakcje, tworzac kompleks
hamujacy aktywno$¢ transkrypeyjna kompleksu CLOCK-BMALIL. Wyniki uzyskane z mysich
embrionalnych fibroblastow pozbawionych PML potwierdzily, ze obecno$¢ biatka PML jest
niezbedna do prawidlowej lokalizacji jadrowej biatka Per2, a takze, ze PML posredniczy
w interakcji Per2 z kompleksem CLOCK-BMALI1. Oznacza to, ze bialkko PML jest istotnym
czynnikiem posrednio zaangazowanym w regulacj¢ cyklu dobowego. Co wazne, niezaburzona
regulacja cyklu dobowego jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju uktadu nerwowego (Miki

iin., 2012).

Przeprowadzono réwniez badania z udzialem myszy z konstytutywnym usuni¢ciem
genu Pml (Pml™""), ktore poddano szeregowi badafh behawioralnych. Wykonano miedzy
innymi testy: otwartego pola (ang. open field) sprawdzajacy spontaniczng aktywnos¢,
uniesionego labiryntu krzyzowego (ang. elevated plus-maze), w ktérym sprawdzano poziom
lgku myszy przed otwarta przestrzenia, czy test warunkowania strachu (ang. fear conditioning
test) sprawdzajacy zdolnos¢ do nauki 1 zapamigtywania. Wyniki testow wykazaty, ze myszy
Pml™" wolniej si¢ uczyly (test warunkowanego strachu), wykazywaly obnizony prog lekowy
(test uniesionego labiryntu krzyzowego) oraz ch¢tniej eksplorowaly nieznane srodowisko (test
otwartej przestrzeni). Wyniki te wskazuja, ze PML wplywa na proces uczenia sig, cho¢ nie

wplywa na intensywnos¢ eksplorowania habitatu (Butler 1 in., 2013).

Badania z ostatnich lat wskazuja, ze PML ulega ekspresji w roznych strukturach mézgu
(Butler i in., 2013). W pracy Hall i in. (2016) przedstawiono zestawienie relatywnych
poziomow ekspresji PML oraz gesto$¢ cialek jadrowych PML we wszystkich strukturach
moézgu. Zastosowano czterostopniowa skalg¢ od 0 do +++. Wysoki poziom ekspresji PML
widoczny jest miedzy innym w korze médzgu — najwigcej w IV warstwie kory (+++; Rycina 4),
mozdzku — najwigcej w warstwie komorek Purkinjego (+++) oraz w warstwie ziarnistej (+++),
a takze w hipokampie — w zakrgcie zgbatym (ang. dentate gyrus, DG) oraz w strukturze CA3
(++). Ponadto pokazano, ze aktywno$¢ neuronalna wywotana podaniem pentylenotetrazolu
powodujacego drgawki badz spowodowana stresem unieruchomienia moduluje liczbe

1 rozmiar ciatek jadrowych PML (Hall i in., 2016).
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Rycina 4. Zdjecie mikroskopowe przedstawiajace cialka PML w IV warstwie kory mézgu doroslej myszy.

Zdjecie pochodzi z pracy (Hall i in., 2016).

1.6 PML i hipokamp doroslych myszy

Wystgpowanie biatka PML w stosunkowo duzej ilo$ci w hipokampie (Hall 1 in., 2016),
gdzie dochodzi zaréwno do tworzenia si¢ nowych potaczen tkanki nerwowej w trakcie uczenia
si¢ 1 zapamigtywania, jak i1 neurogenezy utrzymujacej si¢ do pdznego wieku (Rakic, 2002),
zdaje si¢ by¢ zwiazane z zaangazowaniem PML w procesy zwigzane z neuroplastyczno$cia
(Butler 1 in., 2013) 1 neurogeneza (Regad 1 in., 2009). Z tego powodu w niniejszej rozprawie
starano si¢ okresli¢, czy biatko PML i ciatka jadrowe PML moga pehic¢ role w prawidlowym

funkcjonowaniu hipokampa dorostych myszy.

1.6.1 Budowa hipokampa

Hipokamp (ang. hippocampus; z greckiego ,,inndéxapumog”, konik morski) jest struktura
zlokalizowana w ptacie skroniowym kory moézgowej kresomédzgowia i jest czescia uktadu
limbicznego (Amaral & Lavenex, 2007). Termin hipokamp po raz pierwszy zostal uzyty
w XVI wieku przez wloskiego anatoma Giulia Cesarego Aranzia (Arantiusa). Przyrownat on
ksztalt hipokampa rowniez do jedwabnika, jednak nazwa ta nigdy si¢ nie przyjgta. Hipokamp
jest stosunkowo niewielka struktura, ale odgrywajaca kluczowa rol¢ w konsolidacji informacji
z pamigci krotkotrwatej do pamigci dlugotrwatej, a takze w orientacji przestrzennej. Zar6wno
ludzie, jak i zwierzgta posiadaja dwa hipokampy, po jednym w kazdej z potkul mozgowych
(Amaral & Lavenex, 2007; Anderson i in., 2007). Hipokamp sktad si¢ z dwoch gléwnych
zazebiajacych sie cze$ci: hipokampa wiasciwego oraz zakretu zebatego (DG). W skiad
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hipokampa witasciwego wchodza podstruktury CA1, CA2 oraz CA3 (tac. cornu Ammonis, CA,
czyli r6g Amona) (Pearce, 2001). Hipokamp sktada si¢ z komorek nerwowych réznego typu
starannie zorganizowanych w warstwy. Hipokamp wiasciwy, a wigc podstruktury CA1-CA3,
sktadaja si¢ z pigciu warstw komorek: dominujacej warstwy komoérek piramidowych (ang.
pyramidal cell layer, Py), warstwy oriens (ang. oriens layer, Or), wastwy radiatum (Rad),
warstwy molekularnej /acunosum (Lmol), oraz warstwy lucidum (Slu), ktorej brak w CAl
1 CA2. Zakret zgbaty sktada sig z trzech warstw komorek: warstwy ziarnistej (ang. granular
layer, GrDQG), zbudowanej z drobnych, licznych oraz ggsto utozonych neuronow, warstwy
molekularnej (ang. molecular layer, Mol), oraz warstwy polimorficznej (ang. polymorphic

layer, PoDG) (Amaral & Lavenex, 2007).

W hipokampie wyrdznia si¢ trzy gtowne systemy potaczen neuronalnych, ktore tworza
obwad trojsynaptyczny, na ktory skladaja si¢ nastepujace Sciezki: EC (ang. entorhinal cortex,
kora §rédwechowa) — DG, DG — CA3, oraz CA3 — CAl (Andersen i in., 1969). Z biegiem
czasu odkryto projekcje od CA1 przez subiculum do kory $rédwegchowej oraz projekcje z kory
sroédwechowej do kory nowej. Z tego powodu obwod troéjsynaptyczny uwazany jest obecnie
tylko za czg$¢ funkcjonalnego obwodu formacji hipokampa (Amaral & Lavenex, 2007).
Obwod trojsynaptyczny sklada si¢ z trzech glownych grup komérkowych: warstwy komorek
ziarnistych w  zakrgeie zgbatym, neuronow piramidowych w CA3 oraz neuronow
piramidowych w CA1. Komorki ziarniste w DG odbieraja informacj¢ z II i III warstwy kory
srodwechowe) poprzez droge przeszywajaca (ang. perforant pathway), bedaca gtownym
szlakiem doprowadzajacym (aferentnym; $ciezka EC — DG@G). Nastgpnie podstruktura CA3
otrzymuje informacj¢ z wtokien kiciastych (aksonow komorek ziarnistych) zakrgtu zgbatego
oraz z komorek srodwechowych rowniez poprzez drogg przeszywajaca (Sciezka DG — CA3).
Komorki piramidalne podstruktury CA3 posiadaja silnie rozgatgzione aksony (kolaterale
Schaffera), z ktorych projekcje wysytane sa do CA1 oraz CA2 i zakrgtu zgbatego (Sciezka
CA3 — CAl). Nastgpnie podstruktura CAl gléwnym szlakiem wyprowadzajacym
(eferentnym) wysyla projekcje do warstwy V kory srédwechowej mézgu (Amaral & Lavenex,

2007).

Procz potaczenia wewngtrznego (obwodu trdjsynaptycznego), charakteryzujacego sie
jednokierunkowoscia, tak jak wspomniano, w hipokampie istnieja rOwniez inne potaczenia
odgrywajace istotng role¢ w jego prawidlowym funkcjonowaniu. Poza glownym szlakiem
eferentynym z CAl do EC istnieja inne szlaki wyprowadzajace w hipokampie, np. komorki

hipokampa wysytaja projekcie do obszarow korowych, w tym kory przedczotowej. Inny szlak
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wyprowadzajacy biegnie przez sklepienie mézgowia, przegrode¢ boczna az do podwzgodrza,
ktorego sklepienie taczy si¢ z hipokampem. Ponadto hipokamp poprzez szlaki doprowadzajace
otrzymuje projekcje z jadra taczacego (tac. nucleus reuniens) wzgorza do podstruktury CAl.
Bardzo istotne projekcje pochodza takze z jadra srodkowego przegrody, ktore wysyla kwas
cholinergiczny i kwas y-aminomastowy (GABA), stymulujacy wtokna GABA-ergiczne, do
wszystkich czgéci hipokampa. Projekcje wychodzace z jadra S$rodkowego przegrody
odgrywaja wazna rol¢ w kontrolowaniu fizjologicznego stanu hipokampa, a zniszczenie tego
zaburza hipokampalny rytm fal mézgowych theta oraz uposledza niektére typy pamigcei

(Purves i in., 2012; Kandel i in., 2013).

1.6.2 Funkcje hipokampa

Dwie glowne funkcje przypisywane hipokampowi zwigzane sa z pamigcig oraz
orientacja przestrzenna. Naukowcy sa zgodni co do tego, ze hipokamp odgrywa wazna rolg
w tworzeniu nowych wspomnie w oparciu o przezyte wydarzenia (pamig¢ epizodyczna).
Hipokamp koduje rowniez kontekst emocjonalny pochodzacy z ciala migdatowatego.
Czesciowo wlasnie z tego powodu powr6t do miejsca zdarzenia, wspomnien, moze wywotac
towarzyszace mu emocje. Mozg z hipokampem uszkodzonym tylko w jednej z potkul moze
zachowaé prawie normalne funkcjonowanie. Rozlegle obustronne uszkodzenie hipokampa
powoduje powazne trudno$ci w tworzeniu i zapamigtywaniu nowych informacji (amnezja
nastgpowa) 1 czesto wpltywa takze na wspomnienia powstate przed wystapieniem uszkodzen
(amnezja wsteczna). Dzieje si¢ tak w chorobie Alzheimera oraz w innych formach demenc;i,
w ktorych hipokamp jest jednym z pierwszych obszaréw ulegajacych uszkodzeniu (Mu &
Gage, 2011; Rao i in., 2022).

Badania prowadzone na zwierzgtach wykazaly, Ze hipokamp jest niezbgdny do uczenia
si¢ 1 dlugotrwalego zapamigtywania zadan zwiazanych z pamigcia przestrzenna, np. w trakcie
testow polegajacych na znalezieniu drogi do ukrytego celu (Morris i in., 1982; Sutherland i in.,
1982, 2001). Wywotana wysitkiem fizycznym neurogeneza w hipokampie rowniez zwiazana
jest z poprawa pamigci przestrzennej (Carvalho 1 in., 2014; Lees & Hopkins, 2013). Badania
obrazowania mozgu dotyczace orientacji przestrzennej przeprowadzano réwniez na ludziach.
Badania dotyczyty grupy londynskich takséwkarzy, ktorzy aby uzyskac licencjg taksowkarza
musieli pozna¢ lokalizacj¢ ogromnej liczby miejsc, a takze najszybszych tras miedzy nimi.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze kierowcy taksoOwek maja wigksza tylna czgs¢ hipokampa
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w porownaniu do ogoélu spoteczenstwa oraz ze istnieje pozytywna korelacja migdzy
wielkoscia tylnej czesci hipokampa, a dlugoscia petnienia funkcji kierowcy. Dodatkowo
stwierdzono, ze catkowita objgto$¢ hipokampa pozostala taka sama, poniewaz wzrost

widoczny w tylnej czg$ci hipokampa nastapit kosztem czgsci przedniej (Maguire i in., 2000).

1.7 Zwierzgta transgeniczne

Poznanie funkcji gendéw realizowane jest najczeSciej poprzez badanie skutkow ich
nadekspresji (ang. overexpression) lub delecji (ang. knock-out). Zwierzgta z nadekspresja lub
delecja wybranego genu sa waznymi modelami badawczymi, ktére — oprocz otrzymywania

wynikOw o znaczeniu poznawczym — umozliwiaja realizacj¢ badan o potencjale klinicznym.

Zwierzeta transgeniczne, czyli zmodyfikowane genetycznie, to zwierzgta noszace
w swoim genomie sztuczny (egzogenny) konstrukt DNA (transgen) celowo wprowadzany
przez eksperymentatora. Uzyskiwanie zwierzat transgenicznych mozliwe jest dzigki
znajomosci fizjologii rozrodu, genetyki i biologii molekularnej oraz dzigki dostgpnosci
zaawansowanego sprz¢tu, jakim jest mikromanipulator umozliwiajacy manipulacje na
zarodkach bez zaburzania ich prawidlowego rozwoju. Najczgsciej wykorzystywanym do
transgenezy gatunkiem zwierzat laboratoryjnych sa myszy. W poréwnaniu z innymi modelami
zwierzecymi praca z myszami okazuje si¢ mie¢ najwigcej zalet. Ich genom w regionach
kodujacych biatka jest srednio w 85% identyczny z genomem ludzkim. Dostgpne narzgdzia
biologii molekularnej umozliwiaja atwa analiz¢ genomu myszy (Vandamme, 2014). Maly
rozmiar tych zwierzat wplywa na niskie koszty hodowli, a krotki okres trwania ciazy
(3 tygodnie) umozliwia czgsty rozrdd. Ponadto zarodki myszy sa stosunkowo tatwe w hodowli
poza ustrojem i dobrze znosza mikromanipulacje w poréwnaniu do innych gatunkow zwierzat
laboratoryjnych (T. R. Kumar i in., 2009; Behringer i in., 2013). Z tego powodu mysie modele
zwierzat transgenicznych sa szeroko wykorzystywane do poznawania funkcji genow i biatek.
Poprzez badanie skutkow nadekspresji badz ablacji wybranych genéw mozliwe jest tworzenie
mysich modeli chorob ludzkich. Modele te maja kluczowe znaczenie dla badania etiologii

1 przebiegu chordb oraz planowania terapii (Babinet, 1990; Hui, 1993).

Istnieje kilka metod, dzigki ktorym mozliwe jest otrzymywanie linii zwierzat
transgenicznych. Nalezy do nich metoda mikroiniekcji materiatu genetycznego do przedjadrza
oocytu (Gordon 1 in., 1980; Gordon & Ruddle, 1981), metoda transferu DNA z uzyciem

wektorow wirusowych (Lois 1 in., 2002; Pfeifer i in., 2002), metoda wstrzykiwania
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zmodyfikowanych zarodkowych komorek macierzystych (ang. embryonic stem cells, ES cells)
do zarodkéw w stadium moruli badz blastocysty (Du 1 in., 2019; Larson, 2020) oraz
transplantacja jader komorkowych (Wilmut i in., 1997).

Pierwsza z wymienionych metod polega na mikroiniekcji oczyszczonego 1 odpowiednio
przygotowanego roztworu DNA do przedjadrza (zazwyczaj meskiego, z regulty wigkszego)
zaptodnionego oocytu. Podane DNA moze mie¢ formg liniowa lub postaé¢ sztucznego
chromosomu bakteryjnego (ang. bacterial artificial chromosome, BAC) lub drozdzowego
(ang. yeast artificial chromosome, YAC) (Demayo 1 in., 2012; T. R. Kumar 1 in., 2009).
Wstrzykiwane DNA w postaci liniowej wbudowuje si¢ do genomu w sposob losowy jako
jedna lub wigcej kopii, czgsto w uktadzie tandemowym. W przypadku gdy wstrzykiwane DNA
(zarowno w formie liniowej, jak i w postaci BAC/YAC) wbudowuje si¢ do genomu przed
pierwszym etapem podziatu zarodkowego, modyfikacja obecna jest we wszystkich komdrkach
ciata, a wigc réwniez w komorkach pierwotnych komorek rozrodczych (Brinster & Palmiter,
1984; Palmiter & Brinster, 1986). Zaplodnione oocyty przeznaczone do mikromanipulacji
pobierane sa od samic-dawczyn wczes$niej stymulowanych hormonalnie w celu
wyprodukowania przez jajnik wigkszej liczby komorek jajowych (hiperowulacja) 1 pokrytych
przez samce. Zarodki po procedurze mikroiniekcji w stadium jedno- lub dwukomoérkowym
transferowane sa do samic-biorczyn (matek zastgpczych) bedacych w ciazy rzekome;.
Urodzone oseski niosag w swoim genomie egzogenne DNA, ktérego identyfikacja mozliwa jest
migdzy innymi dzigki reakcji tahcuchowej polimerazy przeprowadzonej na materiale
uzyskanym z ogona mtodych myszy (Demayo i in., 2012; T. R. Kumar i in., 2009; Liu i in.,
2013). Wydajnos$¢ tej metody jest bardzo niska 1 sigga maksymalnie kilku procent urodzonych

osobnikow.

Do niedawna standardowa metoda uzyskiwania linii zwierzat z delecja wybranego genu
bylo wprowadzanie zmodyfikowanych in vitro zarodkowych komoérek macierzystych do
zarodkow w stadium moruli badz blastocysty (Longenecker & Kulkarni, 2009). Metoda ta
cechuje si¢ niska wydajnoscia ze wzgledu na inwazyjne manipulacje na zarodkach oraz fakt,
ze tylko czg$¢ z nich ulega implantacji. Czgsto pojawiajacym si¢ problemem jest chimeryzm,
czyli wystgpowanie w jednym organizmie komorek z ré6znym genotypem pochodzacych
zréznych zygot, ktéry moze skutkowaé brakiem wprowadzonej sekwencji genetycznej
w komorkach macierzystych gamet. Ponadto procedura zwigzana z ta metoda jest dlugotrwata,
poniewaz wymaga kilkupokoleniowego wyprowadzania heterozygotycznej linii zwierzat

(Behringer 1 in., 2013). Wymienione ograniczenia oraz opracowanie nowej, skuteczniejszej
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metody spowodowaty znaczny spadek popularnosci metody mikromanipulacji przy uzyciu

zmodyfikowanych zarodkowych komorek macierzystych.

1.7.1 System CRISPR/Cas9

W nowej metodzie dzialajacej w oparciu o system CRISPR/Cas9 (ang. clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 9) edycja genomu
przebiega z udzialem endonukleazy Cas9 oraz komoérkowych mechanizméw naprawy
dwuniciowych pgknig¢ DNA (Mali, Esvelt, i in., 2013). Opierajac si¢ na odpowiednio
zaprojektowanych sekwencjach ,,doprowadzajacych”, tzw. gRNA (ang. guide RNA),
rozwiazanie to cechuje si¢ wysoka specyficznoscia oraz wysoka wydajnoscia transformacji

(Singh i in., 2015).

egzogenne DNA
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Casl—Cas2
Pierwszy kontakt -.
komorki bakteryjne;j
z egzogennym DNA geny Cas locus CRISPR
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kompleks biatkowy Cas9 @ rybonukleaza
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Rycina 5. Schemat przedstawiajacy komorke prokariotyczng zainfekowana egzogennym DNA. W fazie
adaptacyjnej, podczas pierwszego kontaktu, kompleks Cas1-Cas2 (niebieski) wychwytuje fragment egzogennego
DNA (pomaranczowy). Wychwycony fragment jest integrowany w specjalne miejsca w genomie bakteryjnym
(locus CRISPR). Nowa sekwencja jest integrowana obok sekwencji liderowej zawierajacej promotor (zolty).
Transkrypt jest specyficznie cigty przez rybonukleazg generujac mate fragmenty RNA zwane crRNA (CRISPR
RNA) oraz fragmenty komplementarne do egzogennego DNA (gRNA). Przy kolejnym kontakcie komorki z tym
samym egzogennym DNA, jego sekwencja rozpoznawana jest przez zwiazana z gRNA endonukleaze, np. Cas9.
Rozpoznanie egzogennego fragmentu prowadzi do jego degradacji. Rycina to zmodyfikowana ilustracja

z artykutu Rutkauskasa i in. (2017).
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System CRISPR/Cas jest prokariotycznym uktadem odpornosci nabytej (Horvath &
Barrangou, 2010). W uktadzie tym (Rycina 5) fragmenty egzogennego DNA (np. DNA fagow
bakteryjnych) sa inkorporowane w specjalne miejsca w genomie komorki bakteryjne;j,
tj. pomigdzy sekwencje CRISPR. Fragmenty te ulegaja transkrypcji wraz z odcinkami
CRISPR, a powstale RNA jest cigte na krotkie fragmenty, ktore skladaja si¢ z czesci
komplementarnej do odcinkow egzogennego DNA (guide RNA, gRNA) oraz czesci
komplementarnej do sekwencji CRISPR, ktéra jest rozpoznawana 1 wigzana przez
endonukleazy, np. Cas9. W ten sposob, dzigki gRNA o odpowiedniej sekwencji, endonukleaza
Cas9 moze specyficznie cia¢ egzogenne DNA, co umozliwia obrong przed wirusami

1 plazmidami (Jinek i in., 2012; Wiedenheft i in., 2012).

System CRISPR/Cas zostat podzielony na trzy typy: typ I, typ 11 i typ III. Podczas gdy
typy I 1 III wystepuja zarowno u bakterii jak i archeonow, typ II jest unikatowy dla bakterii
(Rutkauskas 1 in., 2017). Bakteryjny system CRISPR/Cas typu II (Rycina 6) okazat si¢ by¢
najlepiej scharakteryzowanym 1 najbardziej uniwersalnym narzedziem do edycji genow
organizméw wyzszych (Mali, Yang, i in., 2013; Sander & Joung, 2014). Dzigki mozliwosci
zaprojektowania krotkich (ok. 20-nukleotydowych) sekwencji ,,doprowadzajacych”, czyli
gRNA, ktore wykorzystuja prosta komplementarno$¢ zasad, mozliwe jest skierowanie
endonukleaz w dowolne miejsce w genomie. Endonukleazy pochodzenia prokariotycznego
(np. Cas9) musza by¢ wprowadzone niezaleznie. Przecigte genomowe DNA ulega naprawie
dzigki dziataniu naturalnych mechanizméw naprawy dwuniciowych pegknie¢, takich jak
homologiczna naprawa DNA (ang. homology-directed repair, HDR) albo, czg¢sciej, taczenie
koncow niehomologicznych (ang. non-homologous end joining, NHEJ) (Singh 1 in., 2015).
Wspomniana tatwo$¢ projektowania specyficznych gRNA oraz wydajnos¢ uzyskiwania
zmodyfikowanych genetycznie zwierzat (w poréwnaniu z innymi metodami) (Singh 1 in.,
2015; H. Yang i in., 2014) umozliwiaja edycj¢ wielu genéw jednoczesnie (H. Wang 1 in.,
2013). To glowne zalety i ogromny potencjat aplikacyjny systemu CRISPR/Cas9. Nalezy
jednak pamigtaé, ze stosowanie technologii CRISPR/Cas9 niesie ze soba ryzyko pojawienia
si¢ niespecyficznych mutacji, ktére moga wystgpowac poza celem w genomie (ang. off-target

mutations) (Y. Lin 1 in., 2014).
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Rycina 6. System edycji genomu za pomoca endonukleazy Cas9. W systemie CRISPR/Cas9, egzogenna
20-nukleotydowa sekwencja gRNA ulega hybrydyzacji z DNA (w miejscu bezposrednio poprzedzajacym
sekwencj¢ PAM, ang. protospacer adjacent motif). Spowodowane tym peknigcia dwuniciowego DNA staja si¢
substratami dla endogennych, komoérkowych mechanizméw naprawy DNA, ktore katalizuja takie mechanizmy

jak NHEJ 1 HDR. Rycina to zmodyfikowana ilustracja z artykutu Charpentier i Doudny (2013).

Potencjal ten moze by¢ dodatkowo wzmocniony poprzez kontrolowanie momentu
wlaczenia systemu CRISPR/Cas9 (Gilbert i in., 2013; H. Wang i in., 2013). Moze by¢ to
realizowane z wykorzystaniem indukowalnych rekombinaz, np. w ramach systemu Cre/loxP
(Lakso 1 in., 1992). Niezaleznie od kontroli czasowej mozliwa jest rowniez kontrola miejsca
dziatania systemu CRISPR/Cas9. Odbywa si¢ to poprzez dostarczenie sekwencji gRNA (lub
Cas9) do wybranej tkanki za pomoca wektorow wirusowych. Najskuteczniejszymi wektorami,
szeroko stosowanymi w badaniach neuronow, sa wirusy AAV (ang. adeno-associated virus),
w przypadku ktérych czas trwania ekspresji wprowadzonego genu sigga kilkudziesigciu
tygodni. Wirusy te cechuja si¢ mata toksyczno$cia (Burger i in., 2005; Heidenreich & Zhang,
2016; Royo i in., 2008). W 2015 roku Swiech i in. zastosowali dwa osobne wektory AAV do
dostarczenia zar6wno genu endonuklezy Cas9 jak i sekwencji gRNA do moézgu dorostej
myszy (Swiech 1 in., 2015), a rok wczesniej Platt i in. otrzymali myszy transgeniczne

z Cre-zaleznym genem Cas9 (Platt i in., 2014).
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1.7.2 System Cre/lox

Opisane w poprzedniej sekcji metody otrzymywania zwierzat transgenicznych
z nadekspresja badz delecja wybranego genu prowadza do pojawienia si¢ zmian w genomie
zwierzgcia od poczatku jego zycia. Taki rodzaj ekspresji lub usunigcia nazywany jest
konstytutywnym. Wprowadzanie zmian konstytutywnych w genomie moze powodowaé
problemy z interpretacja wynikow ze wzgledu na wystapienie migdzy innymi efektu
kompensacji braku usunigtego genu przez inne geny homologiczne lub pokrewne (von Koch
1in., 1997; Nedvetzki i in., 2004; Housden 1 in., 2017). Korzystnym rozwiazaniem jest zatem
zastosowanie indukowanej (niekonstytutywnej) nadekspresji badz delecji w docelowych

komorkach 1 w wybranym czasie.

System Cre/lox umozliwia miejscowo-specyficzna rekombinacje i jest stosowany do
ukierunkowanych manipulacji, migdzy innymi w genomie eukariotycznym (Sauer, 1987;
Sauer & Henderson, 1988). System Cre/lox sktada si¢ z rekombinazy Cre pochodzacej
z bakteriofaga P1 oraz dwdch sekwencji zwanych lox. Sekwencje lox, a w zasadzie loxP (ang.
locus X-over PI), to miejsca w genomie bakteriofaga P1 skladajace si¢ z dwoch odwréconych
powtorzen o identycznej sekwencji (palindroméw) 1 dhlugosci 13 pz odseparowanych
sekwencja sktadajaca si¢ z 8 pz. Rekombinaza Cre rozpoznaje i specyficznie wiaze sekwencje
loxP (Abremski i in., 1983; Abremski & Hoess, 1984; Hoess & Abremski, 1985).
Specyficzno$¢ dziatania systemu Cre/loxP dla komodrek danego typu jest nadawana poprzez
umieszczenie rekombinazy Cre pod promotorem specyficznym dla tych komorek. Ponadto
dzigki modyfikacjom pierwotnej sekwencji loxP mozliwe jest nie tylko wycinanie wybranego
genu, ale rowniez jego odwracanie oraz zamiana (Missirlis 1 in., 2006). System Cre/loxP moze
by¢ wzbogacony o indukowana forme¢ rekombinazy Cre, umozliwiajaca kontrol¢ czasowa
wprowadzane] modyfikacji. Najszerzej stosowana wersja indukowanego system Cre/loxP
zawiera wariant Cre polaczony ze zmutowana forma ludzkiego receptora estrogenowego (ang.
estrogen receptor) ER™. Domena ER™ hamuje dziatanie rekombinazy Cre poprzez
zatrzymanie jej w cytoplazmie komorki. Domena ta moze wiazaé syntetyczny ligand receptora
estrogenowego, 4-hydroksytamoksyfen (4-OHT 1lub tamoksyfen). Po zwiazaniu sig
z tamoksyfenem Cre-ER™ jest specyficznie aktywowana 1 transportowana do jadra
komoérkowego (Bockamp 1 in., 2008; Feil i1 in., 1997; Walrath i in., 2010; D.-Y. Wang i in.,

2004), gdzie rozpoznaje miejsca loxP i rekombinuje sekwencj¢ zawarta migdzy nimi.
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2 Cele pracy

Ze wzgledu na lokalizacje 1 zmiany strukturalne biatka PML i cialek jadrowych PML
postuluje si¢ ich zaangazowanie w szereg procesOw majacych istotny wptyw na prawidtowe
funkcjonowanie neuronéw w moézgu dorostych zwierzat. Jednakze ich szczegdétowa rola nie
zostata jak dotad dobrze okre$lona. Z tego powodu celem mojej rozprawy doktorskiej byto
poznanie funkcji biatka PML 1 cialek jadrowych PML w hipokampie dorostych myszy. Do
manipulacji poziomem ekspresji biatka PML wykorzystano zwierzgta modyfikowane
genetycznie, umozliwiajace poznanie funkcji genow in vivo zardbwno na poziomie
komoérkowym (zmiany morfologiczne 1 molekularne), jak 1 na poziomie catego organizmu

(zmiany behawioralne).
Szczegotowe cele niniejszej rozprawy doktorskiej to:

1. Wytworzenie zmodyfikowanych genetycznie dorostych myszy z podwyzszonym

poziomem oraz z delecja biatka PML w neuronach hipokampa.

2. Analiza behawioralna uzyskanych modeli zwierzat z podwyzszonym poziomem oraz

z delecja biatka PML.

3. Analiza zmian morfologii jadra komorkowego oraz organizacji chromatyny neuronéw

zwierzat z podwyzszonym poziomem oraz z delecja biatka PML.

33



3 Materialy i metody

3.1 Techniki biologii molekularnej
3.1.1 Przygotowanie bakterii chemokompetentnych E. coli

W trakcie prowadzonych do$wiadczen korzystano z dwoch rodzajow bakterii
chemokompetentnych: DHS5a oraz TOP10. Przygotowanie bakterii DHS5a przebiegalo
nastepujaco: komorki E. coli szczepu DH50 wysiano na ptytke z podtozem statym (LB + agar)
1 pozostawiono na ok. 12-14 godzin (przez noc) w temperaturze 37°C. Nastgpnego dnia
250 ml pozywki SOB™ medium inokulowano pojedyncza kolonia z ptytki, nastgpnie
hodowano z wytrzasaniem przy predkosci 180 rpm (wytrzasarka New Brunwick Scientific)
przez okoto 12—14 godzin (przez noc) w temperaturze 18—20°C do momentu uzyskania ODgy
= 0,4-0,6. Kolejnego dnia hodowlg schladzano przez okoto 10 minut na lodzie, a nastgpnie
wirowano przez 10 minut w 4°C z przyspieszeniem 5000xg. Nadsacz usuwano, a osad bakterii
zawieszono w 80 ml schlodzonego roztworu TB pozostawiajac przez kolejne 10 minut na
lodzie. Zawiesing ponownie wirowano przy takich samych parametrach jak powyzej. Nadsacz
ponownie usuwano, a osad zawieszono w 20 ml roztworu TB z dodatkiem 1,4 ml
dimetylosulfotlenku (DMSO). Uzyskana zawiesing porcjowano po 50—-100 pl do uprzednio
zamrozonych (-80°C) probowek typu Eppendorf o objetosci 1,5 ml i zamrazano w ciektym
azocie. Komoérki kompetentne przechowywano w temperaturze —80°C. Sktad roztwordow

wykorzystanych w procedurze przedstawiono ponize;.

Pozywka SOB™ — przygotowywana dzien przed uzyciem, pH = 7,0 (pH ustawiane przy
uzyciu NaOH), autoklawowana (przed dodaniem MgCl, oraz MgSO.):

—20% (w/v) Bacto-tryptone (Sigma-Aldrich),

— 5% (w/v) ekstrakt drozdzowy (Sigma-Aldrich),
—0,5% (w/v) NaCl (Sigma-Aldrich),

—0,19% (w/v) KCI (Sigma-Aldrich),

— 10 mM MgCl,* (Chempur),

— 10 mM MgSO4* (Chempur).

*Zwiazek poddano sterylizacji i w warunkach jatowych dodano przed samym uzyciem.
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Roztwor TB — przygotowany dzien przed uzyciem, pH = 6,8:

— 10 mM Hepes (pH = 6,7, Sigma-Aldrich),

—250 mM Kcl (Sigma-Aldrich),

— 15 mM CaCl, (Sigma-Aldrich),

— 55 mM MnCl,, dodany przy uzyciu filtru strzykawkowego (Chempur).

Bakterie chemokompetentne TOP10 przygotowano z wykorzystanie metody rubinowo-
wapniowej. Do tego celu, 30 ml ptynnej pozywki LB (Luria Broth, Sigma-Aldrich)
inokulowano bakteriami E. coli TOP10, a nastgpnie hodowano z wytrzasaniem przy predkosci
220 rpm (wytrzasarka New Brunwick Scientific) przez okoto 12—-14 godzin (przez noc)
w temperaturze 37°C. Po 12 godzinach inkubacji, 2 ml zawiesiny dodawano do 120 ml LB
1 ponownie wytrzasano przez kolejne 1,5-2,5 godziny do momentu uzyskania ODgy = 0,4-0,5.
Kolejno, hodowlg schtadzano przez okoto 10 minut na lodzie, a nastgpnie wirowano przez 10
minut w 4°C z przyspieszeniem 4500xg. Nadsacz usuwano, a osad bakterii zawieszano w 16,7
ml schtodzonego roztworu RF1 (sktad roztworu ponizej) pozostawiajac mieszaning przez
kolejna godzing na lodzie, sporadycznie mieszajac. Zawiesing ponownie wirowano przy takich
samych parametrach. Nadsacz usuwano, osad zawieszano w 4 ml schtodzonego roztworu RF2
1 inkubowano na lodzie przez 10 minut. Nastgpnie roztwor porcjowano (zmrozonymi do —
80°C koncoéwkami) po 50-100 pl do uprzednio zmrozonych (—80°C) probowek typu
Eppendorf o objgtosci 1,5 ml, w chlodni, na suchym lodzie. Komorki kompetentne
przechowywano w temperaturze —80°C. Sklad roztworéw wykorzystanych w procedurze

przedstawiono ponizej.

RF1 — roztwoér przygotowywany bezposrednio przed uzyciem, pH = 5,8 (pH ustawiane przy

uzyciu 0,2 M CH;COOH), przefiltrowany przez filtr 0,22 pm (Millipore):

— 100 mM RbCI (Serva),

— 50 mM MnCl, x 4H,0 (Sigma-Aldrich),
— 30 mM CH;COOK (Sigma-Aldrich),

— 10 mM CaCl, x 2H,0 (Sigma-Aldrich),
— 15% (v/v) glicerol (Chempur).
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RF2 — roztwér przygotowywany bezposrednio przed uzyciem, pH = 6,8 (pH ustawiane przy
uzyciu 1 M NaOH), przefiltrowany przez filtr 0,22 um (Millipore):

— 10 mM RbCI (Serva),

— 10 mM MOPS (Sigma-Aldrich),

— 75 mM CaCl, x 2H,0O (Sigma-Aldrich),
—15% (v/v) glicerol (Chempur).

Uzyskane komorki bakterii chemokompetentnych zaréowno DH5a jak 1 TOPI10
sprawdzano pod wzglgdem wydajnosci transformacji (ang. transformation efficiency, TE)
mierzonej jako liczba kolonii (ang. colony forming units, cfu) na pg DNA (cfu/pg). Do
transformacji uzyto plazmidu w r6znych rozcienczeniach (1 ng, 10 ng, 100 ng), a nastgpnie po
wysianiu i catonocnej inkubacji kolonie liczono przy wykorzystaniu wzoru: liczba kolonii/(ug
DNA x rozcienczenie). Nastgpnie szacowano wydajnos¢ transformacji, a bakterie o TE rzgdu

co najmniej 10® cfu/pug DNA przeznaczano do dalszego wykorzystania.

3.1.2 Transformacja bakterii chemokompetentnych

Do przeprowadzenia transformacji wykorzystywano dwa rodzaje  bakterii
kompetentnych: bakterie DH5a oraz bakterie TOP10. W obu przypadkach stosowano metodg
szoku termicznego w 42°C. Bakterie kompetentne po wyjeciu z —80°C rozmrazano przez 5—10
minut na lodzie. Do rozmrozonych bakterii dodawano od 5 do 100 ng DNA i inkubowano na
lodzie przez 30—40 minut. Nastgpnie mieszaning bakterii kompetentnych 1 DNA umieszczano
w bloku grzewczym (Thermomixer Eppendorf) w temperaturze 42°C na 60 sekund.
Mieszaning ponownie umieszczano na lodzie na okolo 5 minut, po czym zawieszano w 1 ml
ptynnej pozywki bakteryjnej SOC (ang. super optimal catabolite repression, Invitrogen)
1 umieszczano w wytrzasarce (180 rpm) w temperaturze 37°C na 1-1,5 godziny. Po tym czasie
bakterie wirowano przy predkosci obrotowej 5000 rpm (wirowka Eppendorf 5810), nadmiar
pozywki usuwano, a powstaty osad bakteryjny zawieszano w pozostatej ilosci medium (okoto
100 pl). Mieszaning wysiewano na szalki Petriego ze statym podlozem selekcyjnym LB agar
(BioShop) 1 antybiotykiem (w przypadku wszystkich uzytych w projekcie konstruktow byta to
ampicylina (Sigma-Aldrich) w stezeniu koncowym 100 pg/ml) w celu selekcji bakterii

posiadajacych plazmid. Plytki inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.
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3.1.3 Izolacja i oczyszczanie plazmidowego DNA

DNA plazmidowe, ktore w doswiadczeniach uzywano do transfekcji komorek
eukariotycznych lub produkcji wektoréw wirusowych, musiat oznacza¢ si¢ wysokim stopniem
czystosci oraz by¢ wolnym od endotoksyn. Do izolacji i oczyszczania DNA plazmidowego
wykorzystano gotowy zestaw Endofree Plasmid MAXI Kit (Syngen). Bakterie hodowano
przez noc w 500 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem antybiotyku, w temperaturze 37°C na
wytrzasarce (KS 4000, firmy IKA) przy predkosci 220 rpm. Kolejnego dnia bakterie
wirowano (15 min, 6000xg, 4°C, wirowka Heraeus Multifuge X3R Centrifuge; Thermo
Scientific), a osad bakteryjny zawieszano w roztworze lizujacym. Przy dalszych procedurach
izolacji postgpowano wedtug protokotu dotaczonego do zestawu. Uzyskany precypitat DNA
zawieszano w 100-300 pl wody miliQ.

W prowadzonych doswiadczeniach korzystano roéwniez z izolacji 1 oczyszczania
plazmidowego DNA na mata skalg, potrzebnego migdzy innymi do sprawdzania kolonii
bakteryjnych uzyskanych na drodze klonowania. W tym celu korzystano z gotowego zestawu
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Bakterie hodowano przez noc, w 2-5 ml plynnej
pozywki LB z dodatkiem antybiotyku, w temperaturze 37°C, na wytrzasarce (KS 4000; firmy
IKA) przy predkosci 220 rpm. Nastepnego dnia bakterie wirowano (5 min, 12000xg,
temperatura pokojowa, wirowka Heraeus Multifuge X3R Centrifuge, firmy Thermo
Scientific), a w dalszych krokach postgpowano zgodnie z protokotem zataczonym do zestawu.

Wyizolowany precypitat zawieszano w 30—50 pl wody miliQ.

3.1.4 Tworzenie i przechowywanie rezerwowych szczepow bakteryjnych

Celem zabezpieczenia wektorow plazmidowych, na poczatkowym etapie izolacji
1 oczyszczania DNA tworzono rezerwy szczepOw bakteryjnych. W tym celu po nocnej
inkubacji w temperaturze 37°C z plynnej hodowli bakteryjnej odejmowano po 2—4 ml
pozywki. Nastepnie do 1,5 ml probowek typu eppendorf dodawano 200 pl wcze$niej
wysterylizowanego glicerolu (Sigma-Aldrich) oraz 800 ul bakterii i natychmiast umieszczano
w temperaturze —80°C. Tak przygotowane rezerwy bakteryjne gwarantowaly mozliwos$¢

skrocenia czasu przygotowan kolejnych izolacji DNA.
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3.1.5 Pomiar st¢zenia DNA

Stezenie 1 czysto§¢ DNA mierzono przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific) poprzez pomiar absorbancji przy dtugosciach fal 260 nm i 280 nm.
Czystos¢ DNA ustalano na podstawie wyznaczenia stosunku wspotczynnikoéw
A260 nm/A280 nm. Przy stezeniu DNA mieszczacym si¢ w zakresie 1,8-2,0 preparat
uznawano za czysty. Dla kazdego preparatu pomiar powtarzano trzykrotnie, a wartoscia

ostateczna byta $rednia z otrzymanych liczb.

3.1.6 Klonowanie wektoréw plazmidowych

W trakcie trwania doswiadczen wielokrotnie przeprowadzono procedurg klonowania
przy uzyciu réznych wektorow plazmidowych oraz réznych metod. Kazdy z powstatych
wektorow plazmidowych byl jednoczesnie wektorem wykorzystywanym do produkcji

wektoréw wirusowych AAV.

3.1.6.1 Klonowanie klasyczne

Klonowanie klasyczne, dwustopniowe, wykorzystano do otrzymania wektora

plazmidowego shuzacego do wytworzenia linii myszy DIO-EF1a-PML.

Przygotowanie wstawki

Do przygotowania wstawki wykorzystano cDNA kodujacy I izoforme biatka PML. Aby
namnozy¢ fragment cDNA dla biatka PML, wykorzystano zaprojektowane i przedstawione

ponizej startery:
PML-EcoRI: 5°-GCTTGAATCCATGGAAACTGAACC-3°,
PML-EcoRV: 5’-GCTTGATATCCTAGGCCAGGCATC-3".

Spodziewana wielko$¢ namnozonego produktu to 2520 pz. Do przeprowadzenia reakcji
namnazania cDNA wykorzystano gotowy zestaw PCR Using Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase (New England BioLabs). Ze wzgledu na amplifikacje duzego produktu (okoto
2520 pz) zdecydowano o wyborze polimerazy charakteryzujacej si¢ wysoka dokladnoscia,
wydajnoscia oraz najnizszym wspotczynnikiem biedu. Sktad mieszaniny (Tabela 1) oraz

warunki reakcji (Tabela 2) przedstawiono ponize;.
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Tabela 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji PCR (amplifikacja cDNA dla PML).

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc [ul]

matryca — plazmid zawierajacy sekwencj¢ cDNA dla biatka PML (10 ng) 0,2

10 uM starter PML-EcoRI 1,25

10 uM starter PML-EcoRV 1,25

10 mM mieszanina deoksynukleotydow (dNTP mix) 0,5

5X Q5 Reaction Buffer 5

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0,25
woda destylowana miliQ 16,55

Objetos¢ koncowa mieszaniny: 25 pl

Tabela 2. Warunki przeprowadzenia reakcji PCR dla pary starterow: PML-EcoRI i PML-EcoRV.

Etap Temperatura [°C] | Czas trwania etapu [mm:ss]
1. Wstgpna denaturacja 98 00:30
2. Denaturacja 98 00:10
3. Przylaczanie starterow 62 00:30
4. Polimeryzacja 72 00:30
5. Wydhuzanie koncowe 72 02:00
6. Zatrzymanie reakcji 4 0
Dla etapow od 2 do 4 przeprowadzono 30 cykli.

Uzyskany produkt o wielko$ci 2520 pz byt oczyszczany z zelu agarozowego przy uzyciu
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Nastgpnie produkt (okoto 5 ug) trawiono przy uzyciu
enzymow restrykcyjnych EcoRI oraz EcoRV (1 U enzymu/1 pg DNA, 37°C, 90 min, New
England Bio Labs), otrzymujac produkty o wielkosciach 1984 pz (5° EcoRI i 3° EcoRI) oraz
536 pz (5’ EcoRl, 3’ EcoRV). Ze wzgledu na wystgpowanie w sekwencji wstawki miejsca
restrykcyjnego dla enzymu EcoRl zdecydowano o klonowaniu dwustopniowym

z uwzglednieniem defosforylacji wektora. Z tego powodu po trawieniu enzymatycznym
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produkt ponownie natozono na zel agarozowy, na ktérym po przeprowadzeniu rozdziatu
elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (EtBr, Sigma-
Aldrich) uwidoczniono dwa prazki o wyzej wspomnianych wielko$ciach. Elektroforeze
przeprowadzano w roztworze TAE stosujac prad o napigciu 100 V przez 45-50 min. Przy
pomocy transiluminatora emitujacego $wiatto UV oraz za pomoca sterylnego skalpela
produkty (1984 1536 pz) wycinano oraz ponownie oczyszczano przy uzyciu QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). Stezenie wyizolowanych fragmentow DNA sprawdzono przy uzyciu

spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

Przygotowanie wektora

Wektor plazmidowy przeznaczony do dalszego etapu klonowania trawiono przy pomocy
enzymoOw restrykcyjnych (EcoRI 1 EcoRV). Nastgpnie wektor po trawieniu oczyszczano przy
uzyciu zestawu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), a stezenie sprawdzano przy uzyciu

spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

Ligacja, defosforylacja wektora oraz analiza restrykcyjna fragmentow DNA

Zarowno 1 jak 1 II etap ligacji fragmentow DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu
Quick Ligation Kit (New England Biolabs). Reakcj¢ przeprowadzono w temperaturze
pokojowej (okoto 25°C) przez 5 minut. Na podstawie wielkos$ci wektora 1 wstawki wyliczano
objetos¢ mieszaniny ligacyjnej, w ktorej stosunek molowy wektora do wstawki wynosit 1:3
(odpowiednio 30 i 90 fmol na 1 pl ligazy Quick T4 DNA Ligase). W I etapie ligacji
wykorzystano wstawke o wielkosci 536 pz, posiadajaca lepkie konce powstate w wyniku
trawienia enzymami restrykcyjnymi EcoRI 1 EcoRV. Mieszaning ligacyjna transformowano do
bakterii chemokompetentnych TOP10 (opis procedury w podsekcji 3.1.2), a nastgpnie
wysiewano na szalki Petriego ze statym podlozem selekcyjnym LB agar oraz antybiotykiem
selekcyjnym (ampicylina). Kolejnego dnia z uzyskanych kolonii bakteryjnych izolowano
DNA plazmidowe przy pomocy zestawu Syngen Plasmid Mini Kit (Syngen). Nastgpnie w celu
sprawdzenia efektywnosci ligacji, ponownie przeprowadzano analizg¢ restrykcyjna przy uzyciu
tych samych enzyméw restrykcyjnych. Po dokonaniu pozytywnej selekcji otrzymanych
klonéw rozpoczynano II etap ligacji. Wektor wraz z wklonowanym fragmentem wstawki (536
pz) ponownie poddano trawieniu, tym razem jedynie przy uzyciu enzymu restrykcyjnego

EcoRI. Reakcj¢ enzymatyczng inaktywowano (5 min, 80°C), a nastgpnie, aby zapobiec
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religacji, wektor defosforylowano zasadowa fosfataza krewetkowa (ang. shrimp alkaline
phosphatase, Promega; warunki reakcji: 1 godz., 37°C, 1 U SAP/1 ug DNA). Uzyskany
produkt oczyszczano (PCR Purification Kit, Qiagen), nastgpnie wedlug wczesniej przyjetej
zasady wyliczano stosunek molowy wektora do wstawki, oraz sporzadzano mieszaning
ligacyjna wektora (z fragmentem wstawki — 536 pz) oraz drugiej czesci wstawki (1984 par
zasad). Mieszaning transformowano do bakterii chemokompetentnych TOP10 (opis procedury
w podsekcji 3.1.2), wysiewano na szalki Petriego, a z uzyskanych kolonii bakteryjnych
izolowano DNA plazmidowe (Syngen Plasmid Mini Kit, Syngen). W celu wyselekcjonowania
klonow bakteryjnych zawierajacych odpowiednio zmodyfikowane DNA plazmidowe
poddawano je analizie za pomoca enzymow restrykcyjnych. Wielko$¢ spodziewanych

prazkow w zalezno$ci od uzytych enzymow to:
— EcoRI/EcoRV: 5597 pz, 1984 pz, 536 pz,

— Bglll: 4186 pz, 2942 pz, 989 pz.

Klony dajace prawidtowy wzor prazkéw w dalszej kolejnosci zostaty przestane do firmy
Genomed w celu sekwencjonowania. Sekwencje zaprojektowanych starterow uzytych do

sekwencjonowania przedstawiono ponizej:

Starter I~ 5’-AAAACTTTATCCATCTTTGCA-3’ (Forl)
Starter I[I: ~ 5’-~AAGAAGTGCAGAGTGTACAGG-3’ (For2)
Starter III:  5°-CCTGTGGCTATGGTAAAAACA-3’ (Revl)
Starter IV:  5’-CATAGCGTAAAAGGAGCAACA-3’ (WPRE-R)
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3.1.6.2 Klonowanie wektorow plazmidowych wykorzystanych w  systemie

CRISPR/Cas9

Projektowanie i przygotowanie 20-nukleotydowych sekwencii ..doprowadzajacych” (gRNA)

Specyficzne sekwencje nukleotydowe zaprojektowano w oparciu o protokét Zhanga
(Massachusetts Institute of Technology, USA) z uzyciem gotowych narzedzi, stworzonych
i udostepnionych przez jego grupe na stronie: http://crispr.mit.edu. Ponizej przedstawiono

sekwencje pary starterOw wykorzystanych w niniejszej pracy.

Egzon I:

PML gl For: 5-ACCGTGGATCTCCCTGTCGACAAC-3’,
PML gl Rev: 5-AACGTTGTCGACAGGGAGATCCAC-3,
PML g6 For: 5-ACCGTAGTCTTCGGAGGGTTCCTC-3,
PML g6 Rev: 5'-AACGAGGAACCCTCCGAAGACTAC-3’.

Egzon II:

PML g2 For: 5’-ACCGGCGGTGTTCCGGCAGATCG-3,
PML_g2 Rev: 5’-AACCGATCTGCCGGAACACCGCC-3".

Sekwencje kontrolne:

SCR_For: 5’-ACCGCACTACCAGAGCTAACTCA-3’,
SCR_Rev: 5’-AACTGAGTTAGCTCTGGTAGTGC-3".

Aby namnozy¢ potrzebne do dalszych etapow klonowania pary odcinkow
oligonukleotydowych, przeprowadzono reakcje hybrydyzacji. W tym celu sporzadzono
mieszaning, w sktad ktérej wchodzito: po 1 pl kazdego starteru z pary, 1 pl buforu (10x T4
Ligase Buffer, Thermo Fisher Scientific) oraz 7 ul wody miliQ do koncowej objgtosci
Vk =10 pl. Reakcje przeprowadzono w temperaturze 95°C przez 5 minut, a nastgpnie
mieszaning schladzano do temperatury 25°C w tempie 0,1°C na sekunde. Uzyskane pary
oligonukleotydéw przechowywano do tygodnia w 4°C.
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Przygotowanie wstawki

Jako matryce dla wczesniej przygotowanych wstawek wykorzystano wektor
plazmidowy przeznaczony do pracy w systemie CRISPR/Cas9. Wektor wcze$niej namnozono
na duza skale uzywajac w tym celu gotowego zestawu do izolacji 1 oczyszczania
plazmidowego DNA NucleoBond Xtra Maxi kit for transfection-grade plasmid DNA
(Macherey-Nagel). Kolejno plazmid trawiono przy pomocy enzymu Sapl (zamiennie
nazywanym Lgul, FastDigest — ThermoFisher Scientific), gdzie na 1 U enzymu dodawano
1 ug DNA, a reakcje przeprowadzano w 37°C, > 60 min. Nastgpnie przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny w 0,7% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (EtBr, Sigma-
Aldrich), a otrzymany produkt izolowano z zelu uzywajac sterylnego skalpela oraz gotowego
zestawu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Columns for gel extraction and PCR clean up
(Macherey-Nagel). Wektor eluowano przy pomocy 30 pl buforu (5 mM Tris, pH 8.5) oraz

sprawdzano uzyskane stezenie przy uzyciu NanoDropa 2000 (Thermo Scientific).

Ligacja

Pary oligonukleotydow byty niezaleznie wprowadzane do wektora plazmidowego. Do
tego celu oligonukleotydy rozcienczono 1:50 przy uzyciu buforu do elucji (5 mM Tris, pH
8.5), a nastgpnie przeprowadzono ligacje¢ kazdej z pary oligonukleotydow z wektorem

plazmidowym. Sktad mieszaniny ligacyjnej (Tabela 3) przedstawiony ponize;j.

Tabela 3. Sktad mieszaniny ligacyjnej do uzyskania plazmidu zawierajacego sekwencje gRNA dla PML.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j Objetosc [ul]
matryca — plazmid pX552-TOM po trawieniu Lgul (50 ng) 3
para oligonukleotydow (1:50) 1
10x T4 Ligation Buffer 1
T4 DNA Ligase 1
woda destylowana miliQ 4
Objetos¢ koncowa mieszaniny: 10 pl
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Tak przygotowana mieszaning ligacyjna pozostawiano w temperaturze pokojowej na
okoto 30-60 min, a nastgpnie transformowano (wedlug protokolu przedstawionego
w podsekcji 3.1.2) do bakterii chemokompetentnych Stbl3 (ThermoFisher Scientific).
Mieszaning po transformacji wysiewano na szalki Petriego ze stalym podlozem selekcyjnym
LB agar (BioShop) z antybiotykiem selekcyjnym (ampicylina) oraz inkubowano przez noc

w temperaturze 37°C.

Sekwencjonowanie

Kolejnego dnia z uzyskanych kolonii bakteryjnych izolowano DNA plazmidowe przy
pomocy gotowego zestawu NucleoSpin Plasmid, Mini kit for plasmid DNA (Macherey-
Nagel). Otrzymane klony nie zostaty wczesniej poddane analizie restrykcyjnej ze wzgledu na
brak mozliwo$ci rozpoznania réznic na zelu agarozowym dla produkt o wielkosci okoto 20
nukleotydéw. Z tego powodu losowo wybrane klony zostaly przestane do firmy zewngtrzne;j
w celu sekwencjonowania. Sekwencje starteru uzytego do sekwencjonowania przedstawiono
ponizej:

U6-For: 5’-GAGGGCCTATTTCCCATGATTC-3".

3.2 Procedura wytwarzania wektorow rAAV
3.2.1 Hodowla linii komorkowych HEK293

Linia HEK293 (ang. human embryonic kidney 293 cells) jest to linia komodrkowa
wyprowadzona z embrionalnych ludzkich komodrek nerek, popularnie wykorzystywana do
produkcji wektoréw wirusowych AAV. Komorki HEK293 bankowane w ilosci 1 min
standardowo przechowywano w oparach cieklego azotu. Komorki rozmrazano poprzez
przeniesienie ich do tazni wodnej o temperaturze 37°C na 1-2 minuty, a nastgpnie wysiewano
na butelke o powierzchni 175 cm? w 22-25 ml pozywki. Do hodowli uzywano pozywki
DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagles medium; Sigma-Aldrich, nr kat. 6429)
wzbogaconej glukoza o stgzeniu 4500 mg/L oraz z dodatkiem 10% (v/v) ptodowej surowicy
bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS; Sigma-Aldrich) 1 2% (v/v) L-glutaminy o stgzeniu
200 mM (Gibco). Hodowlg komorek prowadzono w temperaturze 37°C 1 atmosferze 5% CO»
(inkubator Binder) do momentu uzyskania 50% konfluencji. Nastgpnie komorki byty
przesiewane. Przy uzyciu 0,05% roztworu trypsyny-EDTA (Sigma-Aldrich) komorki

odklejano z dna butelki, wirowano 5 minut z przyspieszeniem 120xg w temperaturze
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pokojowej (Sigma-Aldrich 2-16K polyGen), a otrzymany osad zawieszano W pozywce
i wysiewano na 5 butelek o powierzchni 175 cm®. Kolejny etap powtarzany byt wedhg
podobnego schematu. Komorki przy konfluencji 50% przesiewano na 10 szalek o Srednicy

15 cm.

3.2.2 Transfekcja komorek HEK293

Komorki HEK?293, wysiane wczesniej na 10 szalek o srednicy 15 cm, transfekowano
przy konfluencji okoto 70-80% (z reguly 48 godzin po wysianiu). Przed rozpoczgciem
transfekcji, pozywke odciagano, a nastgpnie dodawano 12,5 ml pozywki DMEM wzbogacone;j
glukoza o stezeniu 4500 mg/L oraz z dodatkiem 2% (v/v) FBS 1 2% (v/v) L-glutaminy
o stezeniu 200 mM (Gibco). Zmiana pozywki na pozywke ze zmniejszong iloscia FBS miata
na celu wydajniejsza transfekcje. Nastgpnie przygotowywano mieszaning transfekcyjna
zawierajaca: pozywk¢ DMEM z dodatkiem dwoch plazmidow pomocniczych pRC oraz
pDPlrs, wymaganych do namnozenia i produkcji rekombinowanych wektoréw wirusowych
rAAV (ang. recombinant adeno-associated virus), plazmid ekspresyjny ze wstawka
umieszczonag migdzy sekwencjami ITR oraz odczynnik PEI (ang. polyethylenimine, MW
~25 000, Polysciences, Inc.) o stezeniu 1 mg/ml w stosunku 1 pg PEI na 1 pg DNA. Laczna
masa plazmidow w stosunku 1:1:1 wynosita 50 pug na jedna szalke (500 pg na 10 szalek).
Mieszaning inkubowano przez 20 min w temperaturze 37°C, a nastgpnie na kazda szalkeg
dodawano po 1 ml mieszaniny. Ponizej przedstawiono charakterystyke plazmidow
pomocniczych oraz plazmidu ekspresyjnego (Tabela 4), a takze sposob przeliczania

plazmidoéw w mieszaninie transfekcyjnej (Tabela 5).

Tabela 4. Charakterystyka wektorow plazmidéw do produkcji wektorow wirusowych AAV.

Plazmid Opis

pRC (pRepCap) plazmid zawierajacy biatko tworzace kapsyd (Cap), rozne biatka
kapsydu nadaja specyficzny serotyp oraz biatko replikacyjne (Rep);
serotyp 2+2: rep2/cap2

pDPlrs plazmid zawierajacy czerwone biatko fluorescencyjne RFP

(ang. red fluorescent protein); serotyp 2+1: rep2/capl

Plazmid ekspresyjny plazmid ekspresyjny zwierajacy sekwencje ITR,

pomigdzy ktérymi wstawiona jest sekwencja docelowa
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Tabela 5. Przyktadowy schemat przeliczen plazmidow potrzebnych do transfekcji.

pRC pDPlrs Przykladowy plazmid Suma
(pRepCap) ekspresyjny pAAV-EFla—
PML-T2A-mCherryNLS

Wielko$¢ plazmidu [pz] 7,3 23,7 8,6 394
Stosunek plazmidow 1 1 1
Zawartos¢ procentowa [%] 18 60 22 100
Wartos$¢ [ug] wyliczana na 9,2 29,9 10,9 50

podstawie stosunku 1:1:1 oraz
wielkos$ci plazmidéw przy
zalozeniu, ze na 1 szalke

przypada tacznie 50 ug

Przykladowe st¢zenie wyjsciowe 3,5 3 2,8

plazmidu [pg/pl]

Tlo$¢ plazmidu potrzebna do 2,6 10 3,8
transfekcji na 1 szalke [pl]

Ilo$¢ plazmidu potrzebna do 26 100 38
transfekcji 10 szalek [pl]

3.2.3 Izolacja wektorow wirusowych rAAV

W celu potwierdzenia prawidlowej produkcji TAAV po uplywie okoto 72 godzin od
transfekcji sprawdzano fluorescencje zainfekowanych komodrek. Mozliwe jest to dzigki
obecnosci sekwencji RFP (ang. red fluorescent protein) znajdujacej si¢ w plazmidzie pDP1rs.
Dodatkowo o prawidlowej produkcji rAAV $wiadczy zmiana morfologii komorek HEK293 na
bardziej kulista. Nastgpnie komorki zawierajace wirus rAAV zbierano wraz z pozywka.
Zebrane komorki wirowano (10 min, 800xg, temp. pokojowa, wirdéwka SIGMA 2-16K) celem
pozbycia si¢ martwych komorek, a nastgpnie po odciagnigciu plynnej frakcji znad osadu
czynno$¢ t¢ powtarzano, przeplukujac komorki roztworem PBS (ang. phosphate-buffered
saline; Gibco — nr kat. 10010023) o pH 7,4. Uzyskany osad zawieszano w roztworze nr 1,
lizujacym komorki (Tabela 6), nastgpnie dodawano 10% roztwoér deoksycholanu sodu (Sigma-
Aldrich, nr kat. D6750) w koncowym stezeniu 1% oraz enzym benzonaze (Sigma-Aldrich)

w koncowym st¢zeniu 50 U/ml. Mieszaning inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C
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przez godzing. Po tym czasie komodrki ponownie wirowano (15 min, 3000 x g, temp.
pokojowa, wirowka SIGMA 2-16K), celem usunigcia resztek btony komorkowej uzyskanej na
drodze lizy komdrkowej. Otrzymany supernatant przenoszono na wczesniej zrOwnowazong
roztworem lizujacym kolumng heparynowa (HiTrap™ Heparin HP, nr kat. 17-0406-01,
GE Healthcare), umozliwiajac rozdziat i oczyszczanie roztworu w oparciu o chromatografi¢
powinowactwa. Z pomoca pompy perystaltycznej roztwor przepuszczano przez kolumne,
a nastgpnie kolumng oczyszczano stosujac kolejno roztwory nr 2, nr 3 i nr 4 ze zwigkszajaca
si¢ zawarto$cia soli NaCl (Tabela 6). Frakcj¢ roztworu zawierajaca czasteczki wirusa
eluowano za pomoca roztworow nr 5, nr 6 oraz nr 7 z wyzsza zwartoscia soli NaCl w stosunku
do roztwordéw stuzacych do oczyszczania (Tabela 6). Nastepnie uzyskana frakcje (okoto 6 ml)
nanoszono na ultrafiltr (Amicon, Ultra-4 Centrifugal Filter Units), umozliwiajacy szybka
filtracj¢ 1 zaggszczenie roztworu, cechujacy si¢ warto$cia odcigcia masy czasteczkowej
powyzej 100 000 Da. Roztwér wirowano (2—10 min, 2000xg, temp. pokojowa, wiréwka
SIGMA 2-16K) do momentu uzyskania 50-70 upl wirusa. Zaggszczona zawiesing wirusa

mrozono w porcjach 4 ul w —80°C.

Tabela 6. Sktad roztworéw uzytych do izolacji wektora wirusowego rAAV.

Nr Nazwa roztworu Sktad roztworu
roztworu
1 Roztwor lizujacy oraz rownowazacy kolumng heparynowa | 150 mM NaCl, 20 mM Tris
2 Roztwor do ptukania kolumny heparynowe;j 100 mM NaCl, 20 mM Tris
3 Roztwor do ptukania kolumny heparynowe;j 200 mM NaCl, 20 mM Tris
4 Roztwoér do ptukania kolumny heparynowe;j 300 mM NaCl, 20 mM Tris
5 Roztwor do elucji wirusa z kolumny heparynowe;j 400 mM NaCl, 20 mM Tris
6 Roztwér do elucji wirusa z kolumny heparynowej 450 mM NaCl, 20 mM Tris
7 Roztwér do elucji wirusa z kolumny heparynowej 500 mM NaCl, 20 mM Tris

Kazdy roztwoér poddano sterylizacji i ustalono pH = 8.

3.2.4 Oznaczenie miana rAAYV technika qPCR

Do okre$lenia miana uzyskanych wektoréw wirusowych rAAV zastosowano technike

ilosciowej reakcji PCR (ang. quantitative PCR, qPCR). Metoda oparta jest na amplifikacji

47



liniowego, jednoniciowego fragmentu DNA przy pomocy uniwersalnej, dla kazdego plazmidu
wykorzystanego w niniejszej rozprawie doktorskiej, pary starterow. Krzywa wzorcowa
stanowil plazmid uzyty do danej produkcji wirusowej. Liczbg kopii plazmidu przeliczano
z pomoca dostgpnych kalkulatorow on-line, w ktorych niezbgdne bylo podanie liczby par
zasad 1 stezenia plazmidu (ng/ul). Dla przyktadu liczba kopii plazmidu pAAV-mCherryNLS,
ktorego liczba par zasad to 6059 (ktora nalezy podzieli¢ przez 2), przy stezeniu 5700 ng/ul
wynosi 1,72 x 10", Plazmid kilkukrotnie rozcienczano, za kazdym razem o jeden rzad
wielko$ci (1:10), a krzywa standardowa stanowily warto$ci mieszczace sie od 10" do 107
Przygotowywano rowniez seri¢ rozcienczen wyizolowanego rAAV: 1:100, 1:1000 oraz
1:10 000. Tak przygotowane rozcienczenia od otrzymania krzywej wzorcowej oraz rAAV
dodawano do mieszaniny reakcyjnej w trzech powtdrzeniach, kazde po 1 pl na dolek

96-dotkowej ptytki (Applied Biosystems). Sktad mieszaniny przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do przeprowadzenia reakcji qPCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej na jeden dotek 96-dotkowej plytki Objetose [ul]

SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) 10

10 puM starter polyA For* 1

10 uM starter polyA Rev* 1

Woda destylowana miliQ 7

rAAV 1
Objetos¢ koncowa mieszaniny: 20 pl.

*Sekwencje uzytych starterow:
polyA For: 5’-AGTTGTTGGGATTCCAGGCATGC-3’,
polyA Rev: 5’-ACCAGCCTGGCCAATATGGTGAA-3".

Reakcje, ktorej warunki przedstawiono w Tabeli 8, prowadzono przy uzyciu
termocyklera StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems). Analize¢ wynikoéw
przeprowadzono przy pomocy oprogramowania StepOne Software wersja 2.3 (Applied
Biosystems). Miano wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej jako S$rednia z trzech

powtorzen dla kazdego rozcienczenia wektora wirusowego (1:100, 1:1000 oraz 1:10 000).
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Tabela 8. Warunki przeprowadzonej reakcji qPCR dla pary starterow: PML-EcoRI i PML-EcoRV.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]
1. Wstepna denaturacja 50 02:00
2. Wstepna denaturacja 95 05:00
3. Denaturacja 95 00:20
4. Przylaczanie starterow 60 00:40
5. Polimeryzacja 72 01:00
Dla etapow od 3 do 5 przeprowadzono 40 cykli.
6. 95 00:15
7. 60 01:00
8. 95 00:15

Etapy od 6 do 8 postuzyly do generowania krzywej topnienia.

Miano wszystkich uzyskanych wektoréw wirusowych wykorzystywanych w niniejszej

pracy opisano i przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Miano wektorow wirusowych wykorzystanych w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Nazwa wektora wirusowego

Miano [gc/ul]

[lo$¢ wirusa wykorzystana
na jedna iniekcj¢ operacji
stereotaktycznej [nl]

Zastosowane skroty

rAAV-CaMKIlo-Cre 2,7 x 108 250
(doswiadczenia opisane w sekcji 4.1.2.1)
rAAV-EF1a-PML-T2A- 5,34 x 10° 250 PML-OE
mCherryNLS
rAAV-EF lo-mCherryNLS 6,2 x 10* 250 CTRL-PML
rAAV-X552-sgPML1-Tom 1,04 x 10" 62,5%
PML-KO
rAAV-X552-sgPML2-Tom 9,86 x 10° 62,5%
rAAV-CaMKlIla-Cre 2,33 x 10" 125%*
(dos$wiadczenia opisane CTRL-KO
w sekeji 4.2.2,4.2.3, 4.3)
rAAV-X552-sgSCR-Tom 5,4 x10° 125%*

* ilo§¢ podana po rozcienczeniu wektora wirusowego 1:100

** ilos¢ podana po rozcienczeniu wektora wirusowego 1:1000
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3.3 Metoda wytworzenia modelu myszy transgenicznej linii DIO-EFlo-PML

z podwyzszonym poziomem biatka PML
3.3.1 Przygotowanie i oczyszczanie liniowego fragmentu DNA do mikroiniekcji

Liniowe dwuniciowe DNA (ang. double-stranded DNA, dsDNA), wykorzystane
w trakcie mikroiniekeji do mysich przedjadrzy, otrzymano poprzez trawienie enzymatyczne
wektora plazmidowego pAAV-DIO-EF1a-PML. Do trawienia uzyto enzymu restrykcyjnego
Notl (ThermoFisher Scientific), uzywajac 1 U enzymu (10 U/ul) na 1 pg DNA, uzyskujac
produkty o wielkos$ciach: 5230 i 2887 pz. W celu izolacji odpowiedniego fragmentu dsDNA
przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (EtBr, Sigma-Aldrich). Bromek etydyny, w koncowym stezeniu 5 pg/ml, umozliwiat
wizualizacj¢ DNA w $wietle UV. Elektroforezg przeprowadzono w roztworze TAE stosujac
prad o napigciu 100 V przez okoto 40 min. Przy pomocy transiluminatora emitujacego $wiatto
UV, uzywajac sterylnego skalpela wycinano produkt wielkos$ci 5230 pz. Uzyskany produkt
zawieral sekwencj¢ promotora EF1a, sekwencj¢ genu dla biatka PML oraz sekwencje WPRE
(ang. Woodchuck Hepatitis Virus, WHP, Posttranscriptional Regulatory Element, WPRE).
Liniowy fragment DNA oczyszczono korzystajac z gotowego zestawu do izolacji QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) 1 zawieszono w roztworze TE embryo (10 mM Tris-36 HCI, pH
7,4, 0,1 mM EDTA). Stgzenie wyizolowanego fragmentu DNA sprawdzono korzystajac
z spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Uzyskany material
filtrowano przez filtr Millipore o $rednicy 0,22 pm, a nast¢pnie rozcienczano do st¢zen
docelowych wynoszacych od 0,5-2,5 ng/ul. Materialt DNA do mikroiniekcji przygotowywano

przed kazdym doswiadczeniem.

3.3.2 Hodowla i utrzymywanie zwierzat wykorzystywanych do transgenezy

Wszystkie zwierzgta, ktorymi postuzono si¢ do wytworzenia linii  myszy
transgenicznych, pozyskano ze zwierzgtarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN 1 utrzymywano w pomieszczeniach Pracowni Modeli Zwierzgcych Instytutu
Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, prowadzac hodowlg¢ w standardzie
SPF (ang. specific-pathogen-free). Wykorzystane zwierzgta nalezaly do szczepu FVB
zakupionego w Charles River Laboratories lub szczepu C57 BL/6J zakupionego w The
Jackson Laboratory. Zwierzeta przebywaty w pojedynczych (samce) badz grupowych (samice)

klatkach na regalach indywidualnie wentylowanych (ang. individually ventilated cages; IVC,
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GM500, Tecniplast), w warunkach kontrolowanej temperatury (22°C£1°C) i wilgotnos$ci
(~40%), statego dostgpu do wody i1 karmy oraz w ramach cyklu dzien:noc 12:12 godzin.
Doswiadczenia przeprowadzono w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN zgodnie z wytycznymi oraz za zgoda (nr zgody 537/2014; przedtuzenie

231/2016) I Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie.

3.3.3 Przygotowanie hormonalne samic dawczyn zarodkow

Jednokomoérkowe zygoty przeznaczone do mikroiniekcji pozyskiwano od 6-10-
tygodniowych samic nalezacych do szczepu FVB. Aby uzyska¢ zwigkszona liczbe
wyizolowanych zygot, samice stymulowano hormonalnie. W celu pobudzenia folikulogenezy,
samice w formie iniekcji dootrzewnowej otrzymywaly hormon gonadotroping surowicy
zrebnych klaczy (PMSG ang. pregnant mare serum gonadotropin, 5 1U/mysz; Folligon,
Intervet). Po 4648 godzinach od pierwszej iniekcji, celem indukcji owulacji, samice
otrzymywatly ludzka gonadotroping kosmowkowa (hCG ang. human chorionic gonadotropin,
5 IU/mysz; Chorulon, Intervet). Nastepnie samice byly taczone z samcami szczepu C56
BL/6J. Po 20-22 godzinach po podaniu hCG sprawdzano obecno$¢ czopa kopulacyjnego,
a pokryte samice kolejno poddawano eutanazji w celu wyizolowania jednokomoérkowych

zarodkow.

Do prowadzenia mikromanipulacji wybrano zarodki uzyskane na drodze krzyzowania
samic szczepu FVB i samcow szczepu C57 BL/6J. Potomstwo uzyskane z takiego
krzyzowania nazywane jest szczepem hybrydowym FVB/C57 BL/6J. Wybor ten podyktowany
byl znaczaco lepsza widocznos$cia przedjadrzy zygot, w porownaniu do zygot uzyskiwanych
od myszy szczepu C57 BL/6J, co istotnie wplywalo na skuteczno$¢ prowadzonych

mikromanipulacji, a takze przezywalno$¢ zarodkow.

3.3.4 Izolacja jednokomorkowych zarodkow od samic dawczyn zarodkow

Zarodki w stadium jednokomorkowym (przed potaczeniem sig przedjadrzy meskiego
1 zenskiego) byly izolowane z banki jajowodu do roztworu hialuronidazy (0,03%; 300 pg/ml)
celem oczyszczenia zygot z warstwy komorek folikularnych. Komorki nastgpnie plukano,
przenoszono na kroplg pozywki M2 (Sigma-Aldrich) przykrytej olejem mineralnym (ang.
mineral oil, mouse embryo tested, Sigma-Aldrich) i do momentu mikroiniekcji hodowano

w inkubatorze (Shel Lab) w 37°C, 5% CO..
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3.3.5 Mikroiniekcja liniowego fragmentu dsDNA do przedjadrzy zygot

Zygoty przygotowane do mikroiniekcji hodowano w inkubatorze do momentu
pojawienia si¢ widocznych przedjadrzy meskich 1 zenskich (okolo 24 godzin po podaniu
hormonu hCG). Oczyszczony i rozcienczony fragment dsDNA wstrzykiwano przy pomocy
pipety iniekcyjnej, przygotowanej wczeSniej na wyciagarce pipet Sutter P-87,
mikromanipulatora firmy Eppendorf i mikroskopu odwréconego Zeiss Axiovert 200 do
jednego z przedjadrzy (najczSciej meskiego, wigkszego). Komodrki po mikromanipulacji

hodowano w inkubatorze przez noc do momentu osiagnigcia stadium dwukomorkowego.

3.3.6 Transfer zarodkow do jajowodow samic biorczyn

Zarodki w stadium dwukomorkowym transferowano do jajowoddéw samic-biorczyn.
Jako matki zastgpcze (biorczynie) wykorzystywano 2—4-miesigczne samice szczepu CDI.
Dzien przed transferem zarodkow do jajowodow, samice taczono z bezptodnymi samcami
(poddanymi wczesniej zabiegowi wazektomii) tego samego szczepu, w celu wywotania ciazy
rzekomej. Transfer zarodkéw przeprowadzano w 12 godzin po pokryciu (0,5 dpc, ang. days
post coitum) matek zastepczych, po uprzednim sprawdzeniu obecnosci czopa kopulacyjnego.
Celem przeprowadzenia transferu, samice CD1 usypiano poprzez dootrzewnowe podanie
mieszkanki §rodkoéw usypiajacych: ketaminy (dawka 60 mg/kg masy ciata; stock 100 mg/ml)
1 medetomidyny (dawka 1 mg/kg masy ciata; nazwa handlowa Cepetor — stock 1 mg/ml).
Dodatkowo, przed rozpoczgciem operacji podawano podskornie $rodki przeciwbolowe,
przeciwzapalne i antybiotyki. Przeciwzapalny 4% kwas tolfenamowy (dawka 2 mg/kg masy
ciata; nazwa handlowa Tolfedine 4%), enrofloksacyne (dawka 2,5 mg/kg; nazwa handlowa
Baytril — stock 25 mg/ml) oraz butorfanol winianu (dawka 3,3 mg/kg masy ciata; nazwa
handlowa Butomidor — 10 mg/ml). Aby zapobiec wysuszeniu rogowki, oczy zwierzat byty
nawilzane mascia z witaming A (Vita-POS). Nastgpnie po upewnieniu si¢, ze u myszy brak
czucia glebokiego, skorg dezynfekowano i razem z warstwa migs$ni przecinano na grzbietowe;j
stronie ciala, a nastgpnie wyjmowano jajnik wraz z jajowodem i rogiem macicy. Kolejno
przecinano torebke otaczajaca jajnik i jajowdd w celu wyeksponowania lejka jajowodu. Przy
uzyciu szklanej mikropipety do lejka jajowodu transferowano 12—-16 embrionow wraz
z pgcherzykiem powietrza blokujacym wysunigcie si¢ zarodkow z jajowodu. Jajnik, jajowod
1 rég macicy umieszczano z powrotem w jamie brzusznej, migsniowke zszywano
rozpuszczalnymi ni¢mi Vicryl 4,0, a skore scalano sterylnymi klipsami (Becton Dickinson).

Na rang pooperacyjna rozprowadzano zel przeciwbdlowy zawierajacy lidokaing (Lignocainum
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Jelfa, 20 mg/g). Od momentu rozpoczecia zabiegu az do wybudzenia sig, zwierzg przebywato
na plytce grzejnej o temperaturze okoto 37-39°C. Urodzone przez matke zastepcza,
potencjalnie transgeniczne, potomstwo przebywato przy samicy okoto 21 dni. Oseski
nastgpnie odsadzano od matki, rozdzielano wedtug pici i znakowano na uchu. Niewielka

koncéwke ogona przeznaczono do ustalenia genotypu zwierzecia.

Ze wzglegdu na prowadzenie mikromanipulacji na zarodkach hybrydowych
pochodzacych z aczenia samic szczepu FVB (kolor pokrycia bialy) z samcami szczepu C57
BL/6] (kolor pokrycia czarny) urodzone potomstwo bylo masci brunatnej. W celu
wyprowadzenia ,,czystej” linii C57 BL/6J, potomstwo (pokolenie F1) osobnikéw
zatozycielskich linii transgenicznej bylo krzyzowane z niezmodyfikowanymi genetycznie
myszami szczepu C57 BL/6J. Schemat powtarzano dla kazdego kolejnego pokolenia, az do

pokolenia F5/F6.

3.3.7 Wazektomia samcow

W celu uzyskania bezptodnych samcoéw, ktore po pokryciu samic biorczyn pobudzaty
ciaze rzekoma, przeprowadzono zabieg wazektomii. Do zabiegu wykorzystywano samce
w wieku okoto 8—10 tygodni. Zwierzeta usypiano poprzez dootrzewnowe podanie mieszkanki
srodkow usypiajacych ketaminy 1 medetomidyny, a nastepnie podawano Srodki
przeciwbolowe, przeciwzapalne i1 antybiotyki (dawkowanie podano w podsekcji 3.3.6). Skorg
moszny dezynfekowano, przecinano, a nastgpnie wyjmowano kolejno kazde jadro wraz
znajadrzem 1 odchodzacym od niego nasieniowodem. Przy wuzyciu nozyczek
mikrochirurgicznych wycinano kawalek kazdego nasieniowodu w taki sposdb, aby pozostate
czgsci si¢ nie stykaty. Jadra wraz z nasieniowodami umieszczano z powrotem w mosznie,
skora zszywano rozpuszczalnymi niémi Vicryl 4,0, a na rang rozprowadzano zel
przeciwbolowy zawierajacy lidokaing. Od momentu rozpoczgcia zabiegu az do wybudzenia
si¢, zwierze przebywalo na plytce grzejnej o temperaturze okoto 37-39°C. Po okolo

2 tygodniach rekonwalescencji samce taczono z samicami biorczyniami zarodkow.

3.3.8 Genotypowanie tkanek zwierzecych

W celu wykrycia obecno$ci egzogennego genu u myszy transgenicznych
przeprowadzono tancuchowa reakcje polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)

z wykorzystaniem specyficznych sekwencji nukleotydowych rozpoznajacych wprowadzony
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gen. Przy uzyciu gotowego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) fragment tkanki
ogona trawiono w roztworze lizujacym z dodatkiem Proteinazy K przez noc w temperaturze
okoto 50°C. Kolejnego dnia, korzystajac z kolumienek dotaczonych do zestawu oczyszczano
strawiong tkanke, a otrzymane genomowe DNA zawieszano w 100 pl buforu Tris. Stgzenie
uzyskanego DNA, mierzone przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific), miescito si¢ w przedziale od 60 do 180 ng/ul. Do przeprowadzenia reakcji
PCR z wykorzystaniem starterow PML I, PML II i GAPDH (gen referencyjny — kontrola
obecno$ci DNA w uzyskanym materiale) uzyto odczynnikow z zestawu Taq PCR Core Kit
(Qiagen). Natomiast do przeprowadzenia reakcji PCR z wykorzystaniem starterow Cre uzyto
odczynnikow z zestawu Gold Hot Start DNA Polymerase (Syngen). Jako kontrolg¢ pozytywna
w reakcjach przyjeto DNA genomowe myszy typu dzikiego C57 BL/6J, a do kontroli
negatywnej uzyto mieszaniny reakcyjnej bez dodatku DNA. Sekwencjg¢ starterow
wykorzystanych do przeprowadzania reakcji PCR (Tabela 10), sktad mieszaniny reakcyjnej
(Tabela 11) oraz warunki reakcji (Tabela 12) dla poszczegdlnych par starteréw przedstawiono

ponize;j.

Tabela 10. Sekwencje starterow wykorzystanych do przeprowadzenia reakcji PCR.

Sekwencja Nazwa startera Sekwencja startera [5* — 37] Wielko$¢ produktu
egzogenna [pz]
FOR-loxP_EFla | TCTTAATAACTTCGTATAGCATACATT
PMLI A (rozpoznajaca sekwencje 10xP) 300
REV-EFla GACGGAAAGGCCCTTTTCCTTTGTGT

(rozpoznajaca sekwencje EF1a)
FOR-loxP_EFla | TCTTAATAACTTCGTATAGCATACATT

PMLII A (rozpoznajacy sekwencjg loxP) 1700
REV-PML TGGATAACGTGTTCTTCGAGAGCC
(rozpoznajacy sekwencje PML)
Cre CreERT2-F GGCTGGTGTGTCCATCCCTGAA 400
CreERT2-R GGTCAAATCCACAAAGCCTGGCA
GAPDH FOR-GAPDH AACTACATGGTCTACATGTT 340
REV-GAPDH GTGGTGCAGGATGCATTGCT
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Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do przeprowadzenia reakcji PCR na materiale z tkanki

uzyskanej od zwierzat transgenicznych.

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla

Sktad mieszaniny

Objetosé [ul]

starterow PML I, reakcyjnej dla startery PML 1, startery Cre
PML II i GAPDH starterow Cre PML II i GAPDH
matryca — DNA genomowe 4 4
10 uM starter FOR 1 1
10 uM starter REV 1 1
10 mM mieszanina deoksynukleotydow (dNTP mix) 0,4 0,4
PCR bufor 10x 3
polimeraza Taq 0,2
bufor Gold Hot Start 10x 2
25 mM MgCI2 2
Gold Hot Start 5 U/ul 0,2
woda destylowana miliQ 20,4 11,4
Objetos¢ koncowa mieszaniny 30 22

Tabela 12. Warunki przeprowadzonych reakcji PCR dla poszczegdlnych par starterow.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]

Pary starterow PML GAPDH Cre PML GAPDH Cre
1. Wstepna denaturacja 95 94 95 03:00 03:00 03:00
2. Denaturacja 95 94 95 00:30 00:30 00:30
3. Przylaczanie starterow 58 54 60 00:60 00:45 01:00
4. Polimeryzacja 72 72 72 01:30 01:00 01:30
5. Wydtuzanie koncowe 72 72 72 05:00 10:00 05:00
6. Zatrzymanie reakcji 4 4 4 o0 o0 o0
Liczba cykli dla etapow 2—4 35 25 35
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3.3.9 Indukcja mutacji u zwierzat podwojnie transgenicznych

W celu indukcji wprowadzonej mutacji, myszy (podwoéjnie transgeniczne) otrzymywaty
w formie iniekcji dootrzewnowej roztwor 4-hydroksytamoksyfenu (Sigma-Aldrich).
Mieszaning sporzadzano wedlug schematu: 100 mg tamoksyfenu/1 ml EtOH/9 ml oleju
stonecznikowego. Roztwor tamoksyfenu w stezeniu koncowym 10 mg/ml podawano przez

5 dni, dwa razy dziennie co 12 godzin.

3.4 Operacje stereotaktyczne

W celu uzyskania podwyzszonego poziomu badz delecji biatka PML myszy byty
poddawane operacjom stereotaktycznym. Zmiany genetyczne uzyskano dostarczajac do
hipokampa wektory wirusowe rAAV. Zwierz¢ w stan narkozy wprowadzano poprzez
dootrzewnowe podanie mieszanki §rodkow usypiajacych: ketaminy (dawka 60 mg/kg masy
ciata; stock 100 mg/ml) i medetomidyny (dawka 1 mg/kg masy ciata; nazwa handlowa
Cepetor — stock 1 mg/ml). Dodatkowo, przed rozpoczgciem operacji podawano podskérnie
srodki przeciwbolowe, przeciwzapalne 1 antybiotyki. Przeciwzapalny 4% kwas tolfenamowy
(dawka 2 mg/kg masy ciata; nazwa handlowa Tolfedine 4%), antybiotyk—enrofloksacyng
(dawka 2,5 mg/kg; nazwa handlowa Baytril — stock 25 mg/ml) oraz butorfanol winianu
(dawka 3,3 mg/kg masy ciata; nazwa handlowa Butomidor — 10 mg/ml). Aby zapobiec
wysuszaniu rogéwki, w trakcie operacji oczy zwierzat byly nawilzane mascia z witaming A
(Vita-POS). Nastepnie po upewnieniu si¢, ze czucie glebokie zostato zniesione (uszczypnigcie
paliczkéw), mysz byta umieszczana w aparacie stereotaktycznym (firmy Stoelting) poprzez
wlozenie do zewngtrznego otworu kanalu stuchowego kotkoéw (ang. ear bars)
unieruchamiajacych czaszkg. Skore glowy dezynfekowano roztworem jodyny, miejscowo
znieczulano lidokaing w formie Zelu oraz przecinano sterylnymi nozyczkami. Po wyznaczeniu
miejsca zgodnego z przyjetymi koordynatami (pozwalajacymi na wprowadzenie i prawidlowe
rozejscie si¢ wirusa w catej strukturze hipokampa) w czaszce wywiercano otwory. Do
otworéw w czaszce obu potkul moézgu wprowadzano szklang mikrokapilarg (firmy Blaubrand
intraMark, nr kat. 7087-07) zawierajaca wirus rAAV, przygotowana wczesniej za pomoca
wyciagarki pipet Sutter P-87. Po wprowadzeniu wirusa, w celu jego prawidtowego rozejscia
si¢ w strukturze mézgu, przed wysunigciem mikrokapilary kazdorazowo odczekiwano okoto
10 minut. Po zakonczeniu iniekcji, skore na glowie myszy zaszywano rozpuszczalnymi niémi

Vicryl 4,0 i ponownie nakladano zel przeciwbolowy zawierajacy roztwoér lidokainy. W celu
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wybudzenia zwierzecia po operacji podawano dootrzewnowo roztwér chlorowodorku
atipamezolu, bedacy selektywnym a-2-antagonista przeznaczonym do odwracania
usypiajacego dziatania chlorowodorku medetomidyny (1 mg/kg; nazwa handlowa Revertor,
5 mg/ml). Do momentu wybudzenia si¢ zwierzg przebywato na plytce grzejnej o temperaturze

okoto 37-39°C.

3.5 System IntelliCage i przeprowadzone w nim testy behawioralne

System IntelliCage jest systemem umozliwiajacy testowanie zwierzat pod katem ich
umiej¢tnos¢ uczenia si¢, zapamigtywania, a takze sprawdzania ich podstawowych parametréw
aktywnos$ci. Klatki IntelliCage sa catkowicie zautomatyzowane, dzigki czemu mozliwe jest
przeprowadzanie doswiadczen, ich kontrola i analiza wynikow praktycznie bez kontaktu
zwierzecia z osoba przeprowadzajaca doswiadczenie. Jednoczes$nie klatki IntelliCage stuza
jako przestrzen dla grupy do 16 osobnikdéw, zyjacych w warunkach maksymalnie
przyblizonych do tych panujacych w klatce domowej. Klatka w systemie IntelliCage
wyposazona jest w 4 rogi, w obrebie ktorych znajduja si¢ dwie butelki z woda (umieszczone,
do wyboru zwierzgcia, po prawej lub lewej stronie), do ktérych dostep ma nie wigcej niz jedna
mysz jednoczes$nie. Mysz wchodzac do rogu mija odbiornik (umieszczony w specjalnej rurze)
umozliwiajacy odczytanie kodu z nadajnika radiowego (ang. radio-frequency identification,
RFID) wszczepionego pod skorg na karku. Dodatkowo w kazdym z rogdéw dostep do wody
moze by¢ zamykany przez mate bramki, a dzigki identyfikacji zwierzat poprzez wszczepiony
nadajnik RFID, eksperymentator ma mozliwo$¢ dostosowywania lub wyznaczania
indywidualnych schematéw doswiadczalnych dla kazdej myszy (np. poprzez regulacje
dostgpu do wody). Co wigcej, system wyposazony jest w mozliwo$¢ generowania bodzca
awersyjnego w postaci podmuchu powietrza w nos w trakcie przyblizenia lub checi napicia si¢
wody przez mysz. Myszy w klatce maja nieograniczony dostep do pokarmu oraz mozliwos¢

schronienia si¢ zapewniona dzigki trojkatnym domkom umieszczonym w klatce.

W trakcie trwajacych do$wiadczen stosowano rézne testy behawioralne shuzace do
zebrania informacji zardOwno na temat podstawowych parametrow zachowania si¢ zwierzat,
np. aktywnosci dobowej, jak 1 tych bardziej zaawansowanych informacji dotyczacych procesu
uczenia si¢ 1 zapamigtywania. Wszystkie do§wiadczenia behawioralne przeprowadzane byty
w pomieszczeniach, w ktorych faza aktywna (faza ciemna) trwata w godzinach od 9:00 do

21:00, natomiast faza nieaktywna (faza jasna) wlaczana byta od godziny 21:00 do 9:00, kiedy
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zwierzgta nie byly narazone na dzwigki z otoczenia. Dzigki temu zabiegowi utrzymano

naturalny rytm okotodobowy zwierzat.

W pierwszej kolejnosci zwierzgta umieszczano w klatce IntelliCage i rozpoczynano
swobodna adaptacj¢ (ang. free adaptation), w trakcie ktorej myszy miaty nielimitowany
dostep do wszystkich rogow z butelkami z woda. Nastepnie uruchamiano program wstgpny
majacy na celu przyuczenie zwierzat do picia wody poprzedzonego przyblizeniem nosa do
poidta z woda (ang. nosepoke adaptation, NPA). Kolejno uruchamiano testy wlasciwe,

ktorych szczegdlowy opis przedstawiono ponize;.

Odbywanie wizyt zgodnie z kierunkiem ruchu wskazoéwek zegara (ang. clockwise): test

polega na uczeniu zwierzat wizytowania rogéw z woda poruszajac si¢ zgodnie z kierunkiem
ruchu wskazowek zegara. Po uruchomieniu programu kazda z myszy rozpoczyna swoja
indywidualna $ciezke poprzez wizyte w pierwszym, dowolnym rogu z woda. Od tego
momentu system uruchamia program, w ktorym mysz, aby napi¢ si¢ wody, musi odwiedza¢
rogi klatki zgodnie z kierunkiem ruchu wskazowek zegara. Po zakonczeniu wizyty w danym
rogu, ponowna wizyta w tym samym rogu (tylko jesli w migdzyczasie inny z rogéw nie zostat
odwiedzony), ze wzgledu na naturalna che¢ eksploatacji zwierzgcia, jest liczona jako wizyta
neutralna. Po zakonczeniu wizyty w poprawnym rogu, kolejnym poprawnym rogiem jest rog
znajdujacy si¢ najblizej prawej strony poprzedniego rogu; wizyty w innych rogach bytly
liczone jako niepoprawne (lub neutralne). Wynik testu, trwajacego 9 dni, przedstawiono jako

procent poprawnych wizyt.

Odbywanie wizyt w kierunku przeciwnym do kierunku ruchu wskazéwek zegara (ang.

counter-clockwise): test polegal na sprawdzeniu umiejetnosci ,,przeuczania si¢” zwierzat, ktore

w tym wypadku miaty dostgp do wody, gdy poruszaty si¢ w kierunku przeciwnym do kierunku
ruchu wskazowek zegara. Wynik testu, trwajacego 6 dni, przedstawiono jako procent

poprawnych wizyt.

Test uczenia si¢ progresywnego (ang. progressive ratio test): test polegal na nauce

wykonywania odpowiedniej ilosci puknig¢ nosem w poidto z woda w celu napicia sig.
Zastosowano 13 poziomow trudnosci (modutow), w ktérych liczba puknig¢ nosem, wymagana
do tego, aby zwierz¢ mogto napi¢ si¢ wody wynosita: 1 -2-3-4-5-6-7-8-10-12—
16 — 20 — 24. Wynik testu, trwajacego od 1 do 5 dni, przestawiono jako $rednia liczbe

pokonanych modutow na grupg.
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Test Vogla: test polegatl na wprowadzeniu bodzca awersyjnego. Po uruchomieniu testu
myszy podczas pierwszej proby napicia si¢ wody w dowolnym rogu otrzymywaly podmuch
sprezonego powietrza pod cisnieniem 0,25 bara w czasie 1 sekundy. Test powtarzano
czterokrotnie w odstgpach 24 godzin. Wynik testu przedstawiano jako $redni czas (dla kazdej

grupy) powrotu do ktéregokolwiek rogu z woda.

W trakcie trwania kazdego z testOw monitorowano aktywnos$¢ przedstawiang jako liczba

puknie¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody.

3.6 Przygotowanie tkanek i techniki immunocytochemiczne
3.6.1 Utrwalanie mozgu metoda perfuzji

W celu utrwalenia tkanki mézgu na potrzeby barwien immunofluorescencyjnych oraz
barwien metoda DAB (3,3’-diaminobenzydyny), a takze analiz 1 wizualizacji

mikroskopowych, przeprowadzono eutanazj¢ myszy metoda perfuzji.

W pierwszej kolejnosci celem ztagodzenia dziatania §rodka usmiercajacego, Morbitalu
(Biowet), zwierzgtom podawano w formie dootrzewnowej mieszank¢ srodkdw usypiajacych
(podsekcja 3.3.6). Po uprzednim upewnieniu si¢, ze czucie glebokie zostalo zniesione,
myszom podawano dootrzewnowo Morbital w dawce 100 mg/kg. Zwierzg unieruchamiano,
rozcinano klatke piersiowa, uwidaczniano serce i wkluwano w jego lewa komorg igle w celu
wyptukania, za pomoca pompy perystaltycznej oraz buforu PBS, krwi z uktadu krwiono$nego.
Jednoczesnie przecinano prawy przedsionek serca przerywajac ciaglto§¢ naczyn
krwionosnychh, a tym samym ulatwiajac wyplyw krwi ze wszystkich tkanek ciata. Po
wyplukaniu catej krwi z organizmu zwierzgcia, wttaczano 4% roztwor paraformaldehydu (ang.
paraformaldehyde, PFA; Sigma-Aldrich) przygotowanego w PBS (pH roztworu 7,4), w ilo$ci
okoto 100 ml na 100 g masy ciata myszy. Po tym czasie mozgi wypreparowywano z czaszki
1 umieszczano w 4% roztworze PFA oraz inkubowano w 4°C przez cala noc. Kolejnego dnia
moézgi przenoszono do 30% roztworu sacharozy przygotowanego w buforze PBS
1 inkubowano w 4°C przez kolejne 48 godzin w celu przesycenia tkanki i uzyskania efektu

krioprotekcji. Tak przygotowang tkanke przechowywano do dalszych analiz.
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3.6.2 Mrozenie utrwalonych mozgow i krojenie tkanki na kriostacie

Tkanke przeznaczona do krojenia w kriostacie (firmy Leica), utrzymujacym temperaturg
—20°C, umieszczano na specjalnym stoliku, zalewano medium Tissue Freezing Medium (Jung,
Leica) i pozostawiano na 15-20 min. Po tym czasie stolik wraz z médzgiem mocowano do
ruchomej gltowicy kriostatu i krojono na skrawki grubosci 40-50 um w plaszczyznie czotowo-
strzatkowej. Skrawki przenoszono na plytki 24-dotkowe (okoto 8—10 skrawkoéw na dotek),

zanurzano w buforze PBS z dodatkiem 0,01% azydku sodu 1 przechowywano w 4°C.

3.6.3 Procedura odzyskiwania antygenowosci

Celem przygotowania tkanki do barwien immunofluorescencyjnych skrawki
kazdorazowo inkubowano w roztworze cytrynianowym. Roztwor ten miat za zadanie
odstonigcie epitopow 1 odzyskanie antygenowos$ci tkanki. Przed rozpoczeciem inkubacji
roztwor cytrynianowy nalezato rozgrza¢ do 80°C, a nastgpnie zanurzy¢ w nim skrawki
i inkubowa¢ okoto 30 min. w 80°C. Po 30 minutach ptytke wyciagano z inkubatora
i pozostawiano na okoto 1 godzing do stopniowego wystudzenia. Po tym czasie skrawki
przeptukiwano 3 razy po 10 minut w buforze PBS. Sktad roztworu cytrynianowego: 10 mM
kwas cytrynowy, 0,05% Tween 20, pH = 6. Inkubacji w roztworze cytrynianowym poddawano
przede wszystkim skrawki moézgu pochodzace od zwierzat transgenicznych posiadajacych
w genomie biatko fluorescencyjne lub biatko fluorescencyjne dostarczane w postaci wektora

wirusowego AAV.

3.6.4 Barwienia immunofluorescencyjne

Barwienia immunofluorescencyjne przeprowadzano w celu detekcji biatkka PML
w hipokampie oraz sprawdzenia obecnosci znacznikow biatkowych pozwalajacych na
okresleniu morfologii jadra komorkowego zwierzat z nadekspresja lub usunigciem genu Pml.

Procedurg barwienia krok po kroku przedstawiono ponize;j:

1. Plukanie skrawkéw mozgu (skrawki przechowywano w PBS z dodatkiem 0,01% azydku
sodu) poprzez powolne bujanie szalek na kolysce laboratoryjnej w buforze PBS przez 5-10

minut.

2. Inkubacja skrawkéw w buforze PBS z 0,1% Tritonem X100 (PBS-TX100), z dodatkiem 5%

surowicy oslej (ang. normal donkey serum, NDS) lub 5% BSA (ang. bovine serum albumin,
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BSA) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Redukcja niespecyficznego wiazania dla

przeciwciala pierwszorzedowego.

3. Inkubacja skrawkéw w buforze PBS-TX100 z dodatkiem 5% NDS z dodatkiem
przeciwciala pierwszorzedowego (lista przeciwciat — Tabela 13) przez cala noc w temperaturze
4°C.

4. Trzykrotne ptukanie skrawkow w buforze PBS-TX100 przez 5—10 minut. Od tego momentu

barwienia, skrawki nalezato chroni¢ przed swiattem (owijanie szalki folig aluminiowa).

5. Ponowna inkubacja skrawkow w buforze PBS-TX100 z 5% BSA z dodatkiem przeciwciata
drugorzedowego (lista przeciwciat — Tabela 13) przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;.
Przeciwcialo  drugorzegdowe wybierano w  zaleznosci od uzytego przeciwciata

pierwszorzedowego, a doktadniej od gatunku zwierzecia, z ktérego zostato uzyskane.
6. Trzykrotne ptukanie skrawkow w buforze PBS-TX100 z 5% BSA przez 5-10 minut.

7. Inkubacja skrawkow w buforze PBS-TX100 z dodatkiem odczynnika Hoechst 33342
(Invitrogen, H3579) w rozcienczeniu 1:5000, przez 10 min w temperaturze pokojowe;.
Hoechst — barwnik fluorescencyjny, umozliwiajacy wybarwienia jader komorkowych poprzez

interkalacje do DNA.

8. Trzykrotne ptukanie skrawkow w buforze PBS przez 5-10 minut.

Nastepnie skrawki naktadano na szkietka podstawowe (Thermo Scientific, SuperFrost
Plus) oraz pozostawiano na kilka minut do wysuszenia. Po odparowaniu buforu skrawki
zatapiano w medium Vectashield (Vector Laboratories, H-1000), a nast¢pnie zamykano
szkietkiem nakrywkowym (Thermo Scientific). W ten sposdb przygotowane szkietka
przechowywano w temperaturze 4°C, chroniac przed dzialaniem $wiatta powodujacego

wyswiecanie (ang. photobleaching) preparatu.
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Tabela 13. Przeciwciata pierwszo- i drugorzedowych uzyte do barwien immunofluorescencyjnych.

Antygen specyficzny dla

przeciwciata (a-)

Rodzaj przeciwciata

Rozcienczenie

Firma, numer katalogowy

Przeciwciala pierwszorzedowe

PML (immunofluorescencja | Mysie monoklonalne 1:200 Merck Millipore,
i barwienie DAB) nr kat. 5718
NeuN Kurze poliklonalne 1:400 Merck Millipore,
nr kat. ABN91
ATRX Kroélicze monoklonalne 1:500 Santa-Cruz,
nr kat. SC-154013
DAXX Mysie monoklonalne 1:200 Santa-Cruz,
nr kat. SC-8043
SRm300 Krolicze poliklonalne 1:100 Santa-Cruz,
nr kat. SC-292291
H3K9Ac Mysie monoklonalne 1:1000 Abcam,
nr kat. ab12179
H3K9me3 Kroélicze poliklonalne 1:500 Merck Millipore,
nr kat.07-442
H3K4me2 Krélicze poliklonalne 1:500 Active Motif,
nr kat. 39159
H3K20me2/3 Mysie monoklonalne 1:500 Abcam,

nr kat. ab78517

Przeciwciala drugorzedowe

barwnik 488 nm

Osle przeciwciato, Mysie IgG 1:250 Jackson Immunoresearch,
barwnik CY3 nr kat. 715-166-151
Osle przeciwciato, Kurze IgG 1:250
barwnik 647 nm
Osle przeciwcialo, Krolicze IgG 1:500 Jackson Immunoresearch
barwnik 488 nm nr kat. 711-546-152
Osle przeciwcialo, Mysie I1gG 1:500 Jackson Immunoresearch

nr kat. 715-546-151

62




3.6.5 Barwienie metoda DAB

W trakcie trwajacych doswiadczen barwienie metoda DAB wykorzystywano jako
metodg alternatywna (w stosunku do WB) umozliwiajaca sprawdzenie poziomu biatka
w réznych strukturach mozgu u zwierzat z nadekspresja genu Pml. Szczegdtowy opis

barwienia przedstawiono ponizej:
Dzien |
1. Plukanie skrawkow mozgu (skrawki przechowywano w PBS z dodatkiem 0,01% azydku

sodu) poprzez powolne bujanie szalek na kotysce laboratoryjnej w buforze PBS przez 5-10

minut.

2. Inkubacja skrawkéw w buforze PBS z 1% borowodorkiem sodu (Sigma-Aldrich) przez

30 minut w temperaturze pokojowej. Blokowanie grup aldehydowych.
3. Trzykrotne ptukanie w buforze PBS przez 10 minut.

4. Inkubacja skrawkéw w buforze PBS z 70% metanolem (POCH) oraz 3% nadtlenkiem
wodoru (CHEMPUR) przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Blokowanie endogennej

peroksydazy.
5. Trzykrotne ptukanie w buforze PBS przez 10 minut.

6. Inkubacja skrawkow w buforze PBS-TX100 (PBS z 0,3% Tritonem X100) z dodatkiem 5%
surowicy konskiej (ang. normal horse serum, NHS; Jackson Immunoresearch) przez 1 godzing

w temperaturze pokojowe;.

7. Blokowanie endogennej biotyny*: dodanie 4 kropli roztworu na kazdy skrawek oraz
inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej. Trzykrotnie ptukanie w buforze PBS przez

5 minut.

8. Blokowanie endogennej awidyny®*: dodanie 4 kropli roztworu na kazdy skrawek oraz
inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej. Ponowne plukanie w buforze PBS przez

5 minut.

9. Inkubacja skrawkow w buforze PBS-TX100 z 5% NHS z dodatkiem przeciwciata
pierwszorzedowego skierowanego przeciwko biatku PML (Tabela 13) w rozcienczeniu

1:1000, przez cata noc w temperaturze 4°C.

*Do przeprowadzenia punktu 7 oraz 8 punktu wykorzystano gotowy zestaw ABC Kit
(kompleks awidyny i biotyny z peroksydaza) firmy Vector Laboratories PK-4000.
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Dzien I

10. Trzykrotne ptukanie niezwiazanego przeciwciata pierwszorz¢gdowego buforem PBS-

TX100 z 5% NHS przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.

11. Plukanie skrawkow w buforze PBS-TX100 z 2% NHS przez 5 minut w temperaturze

pokojowe;j.

12. Inkubacja w buforze PBS-TX100 z 2% NHS i przeciwcialem drugorzegdowym (konskie
biotynylowane anty-mysie; Vector Laboratories BA-2001) w rozcienczeniu 1:200 przez

1 godzing w temperaturze pokojowe;.
13. Trzykrotne ptukanie w buforze PBS-TX100 przez 10 minut.

14. Inkubacja skrawkow z wykorzystaniem gotowych odczynnikow z zestawu ABC Kit w celu
wzmocnienia sygnalu pochodzacego z przeciwciata drugorzegdowego; 30 minut

w temperaturze pokojowe;.
15. Trzykrotne ptukanie skrawkéw w buforze PBS-TX100 przez 10 minut.

16. Szesciokrotne ptukanie skrawkow w buforze TBS (ang. Tris-buffered saline; so6l

fizjologiczna buforowana Tris).

17. Wywotanie reakcji barwnej przy uzyciu 3’3-diaminobenzydyny (Sigma-Aldrich, D-5637),
siarczanu niklu (Sigma-Aldrich), oraz nadtlenku wodoru (koncowe stezenie 0,003%) w ilosci

odpowiednio 10 mg oraz 40 mg na 10 ml buforu TBS.

18. Inkubacja, w zaleznosci od szybkosci reakcji barwnej od 30 sekund do kilku minut.
19. Zatrzymanie reakcji poprzez natychmiastowe dodanie TBS, a nast¢pnie buforu PBS.
20. Kilkukrotne ptukanie skrawkow w buforze PBS.

Po zakonczeniu barwienia skrawki naktadano na szkietka mikroskopowe, wczesniej
pokryte zelatyna, oraz pozostawiano do wyschnigcia na cala noc. Nastgpnie wysuszone
skrawki odwadniano, zanurzajac szkietka mikroskopowe w roztworach o zwigkszajacym si¢
stezeniu alkoholu etylowego (99%, 100%). Kolejno w celu oczyszczenia skrawkoéw zanurzano

je w roztworze ksylenu i zatapiano w syntetycznej zywicy DPX (firmy Merck Millipore).
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3.7 Metody pracy z bialkami
3.7.1 Przygotowanie ekstraktow bialkowych z hodowli komérkowej linii HEK293

W celu uzyskania ekstraktow biatlkowych z hodowli komoérkowej linii HEK293,
komoérki rozmrozono, wysiano na szalki 6-dotkowe oraz przeprowadzono transfekcje.
Mieszanina transfekcyjna zawierata: pozywke DMEM, 1 pg plazmidu badZz plazmidoéw
ekspresyjnych oraz odczynnik PEI o stgzeniu 1 mg/ml w stosunku 3 pl PEI na 1 pg DNA. Do
kazdego dotka dodawano po 100 pl przygotowanej mieszaniny, delikatnie mieszano

1 hodowano w inkubatorze w 37°C, 5% CO..

Biatko z komorek linii HEK293 izolowano po 48 lub 72 godzinach po transfekc;ji.
Pozywke odsaczano, a komorki lizowano poprzez dodanie na kazdy dotek po 500 pl 1% SDS
(Sigma-Aldrich) powodujac denaturacj¢ bialek. Komoérki, z ktérych powstawata gesta
zawiesina, $ciagano przy pomocy sterylnego tipsa do probowek typu eppendorf o objetosci
1,5ml, a nastgpnie inkubowano (Eppendorf ThermoMixer) w 95°C przez 10 minut.
W kolejnym kroku prébki wirowano (~10 000 rpm, 5 min, wirdwka Heraeus Multifuge X3R
Centrifuge; Thermo Scientific), a powstaty supernatant zbierano i zamrazano w temperaturze

—80°C.

3.7.2 Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Przygotowane wcze$niej lizaty biatkowe rozmrazano na lodzie. W celu pomiaru st¢zenia
bialka pobierano niewielka objgto$§¢ materialu. Pomiaru dokonywano z wykorzystaniem
metody fluorymetrycznej przy pomocy gotowych odczynnikéw, protokotu oraz fluorometru
Qubit 2.0 firmy Life Technologies. Do pozostalej ilosci probek biatkowych, przed ich
natozeniem na zel, dodawano 4x st¢zonego buforu denaturujacego: 0,25 M Tris-HCI (pH 6,8),
20% glicerol, 4% SDS, 0,04% bigkit bromofenolowy oraz 5% p-merkaptoetanolu (v/v),
a nastepnie probki inkubowano (Eppendorf ThermoMixer) w 95°C przez 5 minut. Zele
poliakrylamidowe (zel rozdzielajacy oraz zaggszczajacy) do elektroforetycznego rozdziatu
biatek przygotowywano wedlug Tabeli 14. Procentowos$¢ zelu rozdzielajacego uzalezniona

byta od masy czasteczkowej biatka (kDa).
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Tabela 14. Skitad zelu rozdzielajacego oraz zaggszczajacego.

Wriasnos¢ zelu Zel rozdzielajacy [ml] Zel zageszezajacy [ml]
Masa czasteczkowa biatka (kDa) 80-200 | 35-100 | 25-60 -
Procentowos¢ zelu 8% 10% 12% 4%

Woda podwdjnie destylowana (ddH»O) 4,6 4 33 4,3

30% akrylamid 2,7 3,3 4 0,8

1x roztwor rozdzielajacy 2,5 2,5 2.5 -

1% roztwor zageszczajacy - - - 0,8

10% APS 0,1 0,1 0,1 0,6

TEMED 0,01 0,01 0,01 0,06
Objetos¢ koncowa mieszaniny 10 10 10 6

Roztwor rozdzielajacy oraz zageszczajacy zawieraly 0,4% SDS oraz odpowiednio:
I,5M Tris HClI (pH 8,8) lub 1 M Tris HClI (pH 6,8). Na kazda studzienke zelu
poliakrylamidowego naktadano od 10 do 20 pg biatka, a jako marker wielkosci, stuzacy do
wyznaczenia cigzaru czasteczkowego analizowanych biatek, stosowano Page Ruler Plus
Prestained Protein Ladder (10-250 kDa, Thermo Scientific). Elektroforeze prowadzono
w temperaturze pokojowej, w buforze do elektroforezy bialek (25 mM Tris base, 192 mM
glicyna, 0,1% SDS), przy napigciu 80 V w zZelu zaggszczajacym oraz 100—-120 V w zelu

rozdzielajacym. Rozdziatu bialek dokonywano przy pomocy aparatu BioRad TetraCell.

3.7.3 Detekcja bialka metoda Western blot

Po zakonczeniu rozdzialu elektroforetycznego w celu przeprowadzenia pdzniejsze]
reakcji z przeciwciatami, biatka z Zelu poliakryamidowego przenoszono na membrang
z polifluorku winylidenu (PVDF, Millipore) technika transferu pétmokrego w aparacie Trans-
Blot SD Semi-Dry (BioRad). Przed rozpoczgciem tej procedury, celem aktywacji, membrang
PVDF zanurzano w metanolu, a nastgpnie w buforze do transferu pétmokrego (48 mM Tris,
39 mM glicyna, 0,0375% SDS, 20% metonal). Tej samej procedurze, zanurzenia w roztworze
do transferu potmokrego, poddawano zel poliakrylamidowy oraz 3 mm bibuty (Whatman).

W kolejnym etapie przystgpowano do ztozenia ,.kanapki”. W tym celu w aparacie do transferu
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uktadano: dwie bibuly, nast¢gpnie membrang PVDF, zZel poliakrylamidowy oraz kolejne dwie

bibuly. Transfer prowadzono stosujac prad o statym natgzeniu 200 mA przez 1,5 godziny.

Po zakonczeniu transferu, aby zapobiec niespecyficznej adsorpcji przeciwcial, wolne
miejsca wigzania biatek na membranie blokowano w 5% mleku zawieszonym w buforze TBS-
T (50 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,2% Tween-20) przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie membrang inkubowano w 5% mleku w buforze TBS-T z dodatkiem
przeciwciala pierwszorzegdowego (GFP krolicze poliklonalne 1:200, Abcam, nr kat. ab290;
GAPDH mysie monoklonalne 1:5000; Millipore, nr kat. CB1001) w 4°C przez cala noc.
Kolejnego dnia membrang ptukano w buforze TBS-T (3%10 minut) oraz inkubowano przez
jedna godzing w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwciatlem drugorzedowym
sprzgzonym z peroksydaza chrzanowa (HRP anty-GFP 1:5000, Jackson Immunoresearch,
nr kat. ab6663; HRP anty-GAPDH 1:5000, Abcam nr kat. Ab204481). Nast¢pnie powtarzano
ptukanie w roztworze TBS-T (3x10 minut). Wizualizacj¢ bialek na membranie
przeprowadzano za pomoca gotowego zestawu do reakcji chemiluminescencyjnej, ECL
Western Blotting Detection Reagent (Amersham), wywolywanej na kliszy fotograficznej

(Kodak) na aparaturze G-BOX (TK-Biotech).

3.8 Metody pracy z RNA

3.8.1 Przygotowanie ekstraktéw RNA z pierwotnych hodowli komodrek nerwowych

hipokampa

Pierwotne hodowle komorek nerwowych hipokampa in vitro zakladano
z nowonarodzonych oseskéw PO (ang. postnatal day ). Komorki wysiewano z gestoscia od
160 do 200 tysigcy na dotek 12-dotkowej ptytki, a nastgpnie w 5—7 dniu hodowli in vitro (ang.

days in vitro, DIV) neurony infekowano mieszaning wektorow wirusowych.

Ekstrakty RNA z pierwotnych hodowli komorek hipokampalnych izolowano w 12-14
DIV. RNA izolowano zgodnie z protokolem dofaczonym do gotowego zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen). Tak uzyskane ekstrakty RNA umieszczano w probowkach i przetrzymywano
w temperaturze —80°C, jednocze$nie pozostawiajac okoto 3—-4 pul RNA potrzebnego do
pomiaru stezenia. St¢zenie wyizolowanego 1 oczyszczonego RNA  sprawdzono

spektrofotometrem NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).
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3.8.2 Przygotowanie ekstraktow RNA z hipokampa

W celu przygotowania ekstraktow RNA z tkanki bezposrednio po usSmierceniu
zwierzegcia, 1zolowano hipokampy, umieszczano je w roztworze stabilizujacym (RNAlater,
Life Technologies), a nastgpnie do momentu dalszej izolacji przechowywano w temperaturze
4°C. Wyizolowane hipokampy homogenizowano poprzez mechaniczne rozcieranie tkanki
mikrohomogenizatorem r¢cznym, a RNA izolowano zgodnie z protokotem dotaczonym do
gotowego zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen). Tak uzyskane ekstrakty RNA umieszczano
w probdéwkach 1 przetrzymywano w temperaturze —80°C, jednoczes$nie pozostawiajac okoto 3—
4 ul RNA potrzebnego do pomiaru stgzenia. Stezenie wyizolowanego i oczyszczonego RNA

sprawdzono spektrofotometrem NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

3.8.3 Reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR)

W celu przepisania RNA na cDNA przeprowadzano reakcja odwrotnej transkrypcji RT-
PCR (ang. reverse transcription polymerase chain reaction) przy uzyciu gotowego zestawu
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Sktad mieszaniny
(Tabela 15) oraz warunki reakcji przedstawiono (Tabela 16) ponizej. Stezenie cDNA mierzono
spektrofotometrem NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Probki do momentu

kolejnych analiz przechowywano w —80°C.

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej prowadzacej do przepisania RNA na cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc [ul]
10 x RT bufter 2
25 x ANTP MIX (100 mM) 0,8
10 x RT Random Primers 2
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/pl) 1
RNase inhibitor 1
RNA (do 2 pg) 10
Nuclease free water 3,2
Objetos¢ koncowa mieszaniny: 20 pl
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Tabela 16. Warunki reakcji przepisania RNA na cDNA.

Warunki Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Temperatura [°C] 25 37 85 4
Czas trwania etapu [mm:ss] 10:00 120:00 05:00 00

3.8.4 Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Reakcja qPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction) oznacza ilosciowy PCR
w czasie rzeczywistym umozliwiajacy monitorowanie ilosci produktu reakcji w trakcie jej
trwania. Kontrolowanie ilo$ci produktu w kazdym cyklu mozliwe jest dzigki obecnosci sond
oligonukleotydowych zawierajacych na koncu 5’ znacznik fluorescencyjny FAM (ang.
fluorescein), a na koncu 3’ czasteczke wygaszajaca fluorescencje MGB-NFQ (ang. minor
groove binder — nonfluorescent quencher). Sonda po zwiazaniu si¢ z sekwencja
komplementarna na etapie wydluzania degradowana jest przez polimeraze Taq, wskutek czego
fluorofor FAM odlacza si¢ od wygaszacza MGB-NFQ. Do przeprowadzenia reakcji qPCR
wykorzystano gotowy zestaw TagMan Gene Expression Master Mix (ThermoFisher
Scientific), a takze gotowe sondy tej samej firmy: mysia PML (ID Mm00476969 ml,
ThermoFisher Scientific) oraz  mysia  HPRT (ang. hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase; ID Mm00446968 m1l, ThermoFisher Scientific) jako endogenna
kontrolg umozliwiajaca oceng zmian w ekspresji genow. Sklad mieszaniny przedstawiono

w Tabeli 17.

Tabela 17. Sktad mieszaniny do wykonania reakcji qPCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc [ul]
20 x TagMan Gene Expression Assay PML/HPRT 1
2 x TagMan Gene Expression Master MIX 10
cDNA (1-100 ng) 4
RNase-free water 5
Objetos¢ koncowa mieszaniny: 20 pl
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Reakcje, ktorej warunki przedstawiono w Tabeli 18, prowadzono przy uzyciu
termocyklera StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems). Analize¢ wynikow
przeprowadzono w programie StepOne wersja 2.3 (Applied Biosystems). Celem uzyskania
wzglednego poziomu ekspresji mRNA (27*4“) w pierwszej kolejnosci wyznaczano $rednig Ct
z dwoch powtorzen dla kazdej z prob oznaczonych sonda PML i HPRT. ACt wyznaczano
odejmujac srednie HPRT od $rednich PML dla kazdej proby. Kolejno wyznaczano $rednia ACt
dla HPRT. Warto$¢ AACt obliczano poprzez odjecie od wartosci ACt dla kazdej probki
sredniej warto$ci ACt dla HPRT. Nastepnie wyznaczano wzglednym poziom mRNA 2744 dla
kazdej proby, a warto$¢ t¢ usredniano dla grupy PML i HPRT.

Tabela 18. Warunki reakcji qPCR.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]
1. 50 02:00
2. 95 10:00
3. 95 00:15
4. 60 01:00
Dla etapu od 3 do 4 przeprowadzono 40 cykli.

3.9 Analiza behawioralna

Do przeprowadzenia analizy danych z testu uczenia si¢ progresywnego oraz testu Vogla
uzyto programu Analyzer dostarczanego wraz z oprogramowaniem klatek IntelliCage oraz
Microsoft Excel, natomiast do analizy wynikow testow clockwise oraz counter-clockwise

uzyto skryptu w jezyku Python przygotowanego wraz z dr. M. Kochanczykiem (IPPT PAN)).

3.10 Analiza mikroskopowa

Obrazy tkanek poddanych  barwieniom immunofluorescencyjnym  zostaly
zarejestrowane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 800. Zdjecia DAB oraz
niektore barwienia immunofluorescencyjne zostaly zobrazowane z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego Olympus Fluoview FV3000. Ztozenia i pseudokolory obrazéw

w poszczegblnych kanatach zostaty uzyskane w programie Imagel.
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4 Wyniki

4.1 Wytworzenie modelu myszy z podwyzszonym poziomem bialtka PML

Funkcja biatka PML w komorkach ciala dorostych gryzoni, w szczegdlnosci
w komoérkach nerwowych, jest stabo poznana. Z tego powodu gléwnym celem niniejszej
rozprawy doktorskiej bylto scharakteryzowanie funkcji biatka PML i ciatek jadrowych PML
w mozgu myszy. W tym celu otrzymano dwa modele zwierzgce. W jednym z tych modeli

uzyskano podwyzszony poziom biatka PML w hipokampie dorostych myszy.

4.1.1 Neurospecyficzna indukcja podwyzszonego poziom biatkka PML u myszy

LCaMKIla-C re-ERT2

podwdjnie transgenicznych DIO-EF1a-PM

Pierwszym podejSciem do uzyskania podwyzszonego poziomu biatkka PML bylo
wytworzenie linii myszy podwojnie transgenicznej z globalng neurospecyficzng indukcja
ekspresji PML w moézgu. W tym celu wykorzystano system Cre/loxP indukowany
tamoksyfenem. W systemie tym rekombinaza Cre-ER™, bedaca pod nadajacym
neurospecyficzno$¢ promotorem o podjednostki CaMKII, obecna jest w genomie osobnika,
ktory krzyzowany jest z osobnikiem posiadajacym w swoim genomie sekwencje loxP
110x2272 (zmodyfikowane loxP). Pomigdzy tymi sekwencjami znajduje si¢ sekwencja, ktorej
ekspresja zostaje uruchomiona poprzez jej odwrdcenie, w zwiazku z czym jej nazwa

poprzedzana jest przedrostkiem DIO (ang. double-floxed inverted open reading frame).

W przypadku omawianej linii myszy byta to sekwencja promotora DIO-EFla (promotor
czynnika elongacji EFla wykazuje réwniez pewien stopien neurospecyficznosci), za ktora
znajdowata si¢ sekwencja cDNA dla PML. Czg$¢ potomstwa (podwojnie transgeniczna)
posiadala w swoim genomie zarowno sekwencje Cre-ER™, jak i sekwencje DIO-EFla.
Indukcja mutacji nastgpowata w ciagu 2 tygodni od podania, w formie iniekcji
dootrzewnowej, tamoksyfenu. Dzieki obecnosci domeny receptora estrogenowego (ER™)
utrzymujacej biatko fuzyjne Cre-ER™ w cytoplazmie i w ten sposob powstrzymujace;j
dziatanie rekombinazy Cre, w systemie tym mozliwa byla indukcja ekspresji biatka PML
w dowolnie wybranym momencie zycia zwierzgcia. Szczegotowy schemat dziatania systemu
wykorzystanego do uzyskania linii myszy podwojnie transgenicznej przedstawiono i opisano

na Rycinie 7.
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transgeniczna linia myszy DIO-EF1a-PML transgeniczna linia myszy CaMKIlIa-Cre-ER™

Aiad.

GP promotor EFla.  JoxP PML WP@ promotor CaMKIIo Cre-ER™ WPRE
1ox2272 10x2272

——

podwojnie transgeniczna linia myszy DIO-EF 10—PML/CaMKIIo—Cre-ER™

7/ tamoksyfen

zmiany konformacyjne biatka fuzyjnego Cre-ER™ umozliwiajgce

aktywnosc¢ rekombinazy Cre w jqdrze komorkowym

| | aktywny system Cre/LoxP

loxP promotor EFla loxP PML WPRE
P-4 AN )5
1ox2272 lox2272
promotor EF la ok PML WPRE
D— -
10x2272

Rycina 7. Schemat dzialania systemu Cre/loxP indukowanego tamoksyfenem. Schemat przedstawia
krzyzowanie zwierzat z dwoch linii transgenicznych: linii myszy DIO-EF1a-PML oraz linii myszy CaMKlla-
Cre-ER™. W wyniku krzyzowania powstaje m.in. potomstwo podwojnie transgeniczne DIO-EF 1 q-PML cMKlle-Cre-
ERT2 - Qystem Cre/loxP jest nieaktywny, gdyz domena receptora estrogenu ER™ hamuje rekombinaze Cre.
Dootrzewnowe podanie tamoksyfenu uwalnia rekombinaze Cre z kompleksu z ER™, co prowadzi do jej
aktywacji. Dzigki obecnos$ci promotora CaMKlla ekspresja Cre zachodzi wylacznie w neuronach. Aktywna Cre
rozpoznaje sekwencje 1ox2272 oraz loxP, a nastgpnic odwraca sekwencj¢ promotora EFla tym samym

umozliwiajac jego dziatanie.

4.1.1.1 Otrzymanie wektora plazmidowego DIO-EF1a-PML

W niniejszej sekcji opisano otrzymanie wektora plazmidowego pAAV-DIO-EF1a-PML,
ktory w dalszej czgsci pracy wykorzystano do wytworzenia myszy transgenicznych linii

DIO-EF1a-PML metoda mikroiniekcji DNA do przedjadrzy zaptodnionych oocytow.

W opisanych doswiadczeniach do przygotowania wstawki wykorzystano plazmid

pCMV6-Entry (OriGene) niosacy c¢cDNA kodujacy I izoformg biatka PML. Fragment
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zawierajacy sekwencje cDNA dla biatka PML amplifikowano przy uzyciu odpowiednio
zaprojektowanych starterow (PML-For i PML-Rev) zawierajacych na koncach 5’ dodatkowa
sekwencj¢ nukleotydowa rozpoznawana przez specyficzne endonukleazy: EcoRI oraz EcoRV.
W dalszych etapach obecno$¢ tych sekwencji pozwalala na przeprowadzenie trawienia
restrykcyjnego, dzigki ktoremu na wstawce powstawaly lepkie konce, umozliwiajace
wprowadzenie jej do plazmidu docelowego. Jako matryce (plazmid docelowy) wykorzystano
pAAV-DIO-EFla (otrzymany od Giinthera Schiitza, DKFZ, Heidelberg), a otrzymana
wstawke (2520 pz) klonowano z uwzglednieniem etapu defosforylacji (materiaty i metody —

podsekcja 3.1.6.1).

Uzyskany plazmid, oprocz sekwencji PML, zawieral sekwencj¢ promotora EFla
w orientacji przeciwnej do kierunku transkrypcji, oflankowanego sekwencjami loxP i lox2272.
Sekwencje loxP 1 10x2272 umozliwily wycigcie, a nastgpnie umieszczenie w prawidtowej
orientacji sekwencji promotora EFla. Dodatkowo plazmid zawieral sekwencje ITR niezbgdne
do produkcji wektora wirusowego AAV wykorzystanego w dalszej czgsci pracy doktorskiej.
W celu sprawdzenia funkcjonalnosci systemu Cre/loxP in vitro wykorzystano rownorzgdny
plazmid kontrolny pAAV-DIO-EFla-EYFP (otrzymany od Giinthera Schiitza, DKFZ,
Heidelberg), ktéry w miejscu sekwencji dla biatka PML zawieral sekwencje dla genu biatka
fluorescencyjnego EYFP (ang. enhanced yellow fluorescent protein). Ponizej przedstawiono

mapg otrzymanego wektora plazmidowego pAAV-DIO-EF 1 a-PML.

(143) NotI Miul (150)
Kpnl (166)
BamHI (168)
Xbal (174)
Sall (180)
AscI (311)

Sacl (671)
PasI (744)
Fsel (795)
BglII (925)

AfIII (1112)

Agel (1412)
Mfel (1419)
EcoRI (1700)
KpnI (1739)

Sall (1761)

7049) Asel A
( ) AAV ITR loxp. Sql 100
(6855) Pvul lox2272 \

(6743) Scal

pAAV-DIO-EF1a-PML
8117 bp ||
| BStBI (2175)

(5953) Psil
Kpnl (2194)

MIul (2560)
PspXI (2609)
Spel (2699)

(5373) NotI
Bsu36I (2979)

(4856) Bglll BclI* (3270)

EcoRI (3689)
(4228) EcoRV BglII (3867)

Rycina 8. Mapa wektora plazmidowego pAAV-DIO-EF1a-PML. Zaznaczone kolorami fragmenty: promotor
EF1la (kolor liliowy), sekwencja kodujaca gen — PML (kolor r6zowy), sekwencje ITR (kolor indygo), sekwencje
loxP i 10x2272 (kolory jasnoniebieski i morski) oraz sekwencja WPRE (kolor szary) stabilizujaca transkrypt.
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Obecnos¢ wstawki PML weryfikowano poprzez analizg¢ pozycji prazkéw (w zelu
agarozowym) zawierajacych produkty enzymatycznego trawienia uzyskanego plazmidu.
W pierwszej kolejnosci do wyselekcjonowania pozytywnych klondéw bakterii wykorzystano
enzymy EcoRI i1 EcoRV, dajace prazki o wielkosci 5597 pz, 1984 pz i 536 pz. Nastgpnie
wybrano pozytywne klony i poddano je kontrolnej analizie z uzyciem enzymu Bgl/ll dajacego
prazki o wielkosci 4186 pz, 2942 pz 1 989 pz. Klony zawierajace prawidlowy wzorzec
prazkéw (Rycina 9) sekwencjonowano. Na podstawie otrzymanych wynikow wybrano klony
niezawierajace zadnych mutacji nukleotydowych, ktore nastgpnie wykorzystano do dalszych

procedur.
A B

10 000 pz—
3000 pz—

1000 pz—

500 pz— |-

Rycina 9. (A) Zdjgcie zelu agarozowego przedstawiajace produkty trawienia wybranych klonow (1-5) enzymami
restrykeyjnymi EcoRI 1 EcoRV; M — marker wielkosci [pz]. (B) Zdjgcie zelu agarozowego przedstawiajace
produkty trawienia wybranych klonow (3-5) enzymem restrykcyjnym Bg/Il; M — marker wielkos$ci [pz].

4.1.1.2 Weryfikacja dzialania systemu Cre/loxP in vitro

Do weryfikacji dziatania systemu Cre/loxP in vitro wykorzystano wczes$niej otrzymany
plazmid kontrolny zawierajacy biatko fluorescencyjne pAAV-DIO-EF1a-EYFP. Dodatkowo,
jako niezbedny element systemu Cre/loxP, uzyto namnozony plazmid pAAV-CaMKlIla-Cre
(otrzymany od dr hab. Katarzyny Kality, IBD PAN) =zawierajacy: promotor genu
a podjednostki  CaMKII wykazujacy specyficznos¢ do neuronéw pobudzajacych
przodomozgowia, oraz sekwencj¢ dla enzymu rekombinazy Cre. W pierwsze] kolejnosci
weryfikacje dzialania systemu rozpoczgto od transfekcji linii komodrkowej HEK?293.
Przygotowane hodowle transfekowano mieszaning plazmidow ekspresyjnych pAAV-
DIO-EF1a-EYFP i pAAV-CaMKIla-Cre. Mieszanina kontrolna nie zawierata plazmidu pAAV-
CaMKlIla-Cre. Na Rycinie 10 przedstawiono zdjgcie mikroskopowe obrazujace wynik

transfekc;ji.
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pAAV-CaMKlIlo-Cre +
pAAV-DIO-EF1a-EYFP pAAV-DIO-EF1a-EYFP

DNA DNA

Rycina 10. Weryfikacja systemu Cre/loxP in vitro: transfekcja linii komérkowej HEK293. W komorkach
zainfekowanych plazmidem kontrolnym pAAV-DIO-EF1a-EYFP brak fluorescencji pochodzacej od biatka
reporterowego EYFP (panel lewy). W komérkach HEK293 zainfekowanych mieszaninag pAAV-DIO-EF10-EYFP
i pAAV-CaMKIlo-Cre (panel prawy) zarejestrowano fluorescencj¢ pochodzaca od biatka reporterowego EYFP.
EYFP — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Zdjecie wykonano 72 godziny po transfekcji.

Biatko z komérek HEK293 izolowano po 48 lub 72 godzinach po transfekcji. Uzyskany
material poddano analizie w celu okreslenia poziomu biatka reporterowego EYFP w obecnosci
lub braku enzymu rekombinazy Cre. Ponizej przedstawiono wyniki otrzymane metoda
Western blot z wykorzystaniem przeciwciala rozpoznajacego EYFP. Zaobserwowano

obecnos$¢ prazkéw, ktorych wielkos¢é wskazuje na obecnos¢ biatka EYFP.

EYFP EYFP
K EYFP CamKCre K EYFP CamKCre

= GAPDH (37 kDa)

- - EYFP (26,4 kDa)

48 h 72 h

Rycina 11. Analiza Western blot z wykorzystaniem przeciwciala skierowanego przeciwko EYFP
w ekstraktach bialkowych wyizolowanych z komorek HEK293. Kontrola: GAPDH; jako dodatkowa kontrolg

(K) wykorzystano biatko wyizolowane z koméorek HEK293 nietransfekowanych.
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Przedstawiony wynik rozdziatu bialek po wyznakowaniu przeciwcialem na EYFP
wskazuje, ze komorki transfekowane jedynie plazmidem pAAV-DIO-EF1a-EYFP, w ktérym
orientacja promotora EFla jest nieprawidlowa, nie posiadaja biatkka EYFP. W obecnosci
plazmidu pAAV-CaMKlla-Cre, rekombinaza Cre odblokowuje ekspresje genu biatka
reporterowego EYFP. Powyzsze wyniki potwierdzity prawidlowe dziatanie system Cre/loxP in

Vitro.

4.1.1.3 Otrzymanie myszy transgenicznych linii DIO-EFlo-PML poprzez
mikroiniekcj¢ DNA do przedjadrzy zaplodnionych oocytow

W niniejszej sekcji opisano otrzymanie myszy transgenicznych linii DIO-EF1a-PML
metoda mikroiniekcji DNA do przedjadrzy zaptodnionych oocytdw z wykorzystaniem
uzyskanego wektora plazmidowego pAAV- DIO-EF1a-PML.

Przed rozpoczgciem procedury mikroiniekcji z uzyskanego plazmidu pAAV-DIO-EF1a-
PML wyizolowano odpowiedni fragment DNA. W wyniku trawienia plazmidu enzymem
restrykcyjnym Notl otrzymano produkty o wielkosci 5230 oraz 2887 pz. Liniowy fragment
dsDNA zawierajacy sekwencje PML (5230 pz) oczyszczono, przygotowywano w réznych
rozcienczeniach (2,5 ng/pl, 2 ng/pl, 1,5 ng/ul, 1 ng/ul oraz 0,5 ng/pl), a nastgpnie
wykorzystywano do dalszych doswiadczen. Zdjgcie Zzelu agarozowego oraz schemat liniowego
fragmentu dsDNA zawierajacego promotor EFla, mysie cDNA dla I izoformy PML oraz
sekwencje loxP, 10x2272 1 WPRE przedstawiono na Rycinie 12.

A M -pAAV-DIO-EFlo-PML/Notl
10000 pz——| s
— . — 5230 pz
3000 pz——| w—-— A | — 2887 pz
1000 pz —
500 pz—
B o Notl
loxP promotor EFla loxP PML >_{ WPRE
1ox2272 lox2272

5230 pz

Rycina 12. (A) Zdjgcie zelu agarozowego przedstawiajace produkty trawienia plazmidu pAAV-DIO-EF 1a-PML
enzymem restrykcyjnym Notl; M — marker wielkosci [pz]. (B) Schemat liniowego fragmentu dsDNA zawierajacy

I izoformg biatka PML wykorzystany do mikroiniekcji.
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Mikroiniekcja DNA do przedjadrzy polega na wprowadzeniu liniowego fragmentu
dsDNA do jednego z przedjadrzy zarodka w stadium jednokomoérkowym. Prawidlowe
wprowadzenie DNA (niepowodujace uszkodzenia zarodka) obserwowane bylo pod
mikroskopem jako delikatne powigkszenie si¢ nastrzykiwanego przedjadrza. W trakcie 31
doswiadczen wykorzystano 153 stymulowane hormonalnie samice szczepu FVB. Liczba
wyizolowanych oocytéw (potencjalnie zaptodnionych) od samic dawczyn wyniosta 3535,
z czego do do$wiadczen wykorzystano 2272 oocytéw wybranych pod wzgledem prawidlowe;j
budowy morfologicznej oraz obecnos$ci i widocznosci przedjadrzy. Liczba zarodkow, u ktorej
nie doszto do uszkodzen w trakcie mikroiniekcji, a takze nie doszto do zatrzymania podziatu
komorkowego wyniosta 824. Zarodki przetransferowano lacznie do 46 biorczyn wczesniej
skojarzonych z bezptodnym samcem (poddanym wcze$niej zabiegowi wazektomii) w celu
uruchomienia hormonalnej kaskady przygotowujacej samice do ciazy rzekomej. Liczba
wszystkich urodzonych zwierzat wyniosta 138 oseskow (najwigcej po zastosowaniu do
mikroiniekcji stgzen 1 lub 0,5 ng/ul), z czego u 4 potwierdzono obecno$¢ transgenu. Z grupy
4 osobnikéw transgenicznych pokolenia FO, uzyskane wyniki genotypowania potwierdzily
przekazanie (pokoleniu F1) wprowadzonego genu przez 3 osobniki zalozycielskie. Wszystkie
urodzone zwierzgta byly zwierzgtami hybrydowymi tzn. powstatymi poprzez skrzyzowanie
linii FVB (dawczynie zarodkéw) z linia C57 BL/6J (samce kryjace samice dawczynie
zarodkow). Ponizej przedstawiono tabelg¢ podsumowujaca przeprowadzone do$wiadczenia
(Tabela 19) oraz =zdjecia zeli agarozowych uwidaczniajacych obecno$¢ transgenu

u urodzonych myszy (Rycina 13).

Tabela 19. Zestawienie skuteczno$ci poszczegdlnych etapoéw otrzymania zwierzat transgenicznych.

Skutecznos¢ [%]
Liczba przeprowadzonych doswiadczen 31
Liczba dawczyn oocytow 153
Suma wyizolowanych zarodkow 3535
Suma nastrzyknigtych zarodkow 2271 64 % (z 3535)
Liczba przetransferowanych zarodkéw do samic biorczyn 824 36,3% (z 2271)
Liczba urodzonych zwierzat 138 16,7% (z 824)
Liczba zwierzat transgenicznych 4 2,9% (z 138)
Liczba zwierzat transgenicznych przekazujacych transgen 3 2,2% (z 138)
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Numery zwierzat

M 95 9% 97 98 Gen PML K

B
Numery zwierzat
M 124 125 126 127 128 129 130 131 132 Gen PML K
10 000 pz—
3000 pz— :
1000 pz—
500 pz—
300 pz —| - ——— —
—
| m——

Numery zwierzat

M 136 137 138 Gen PML

Rycina 13. Zdjecia zeli agarozowych przedstawiajace produkty reakcji PCR przeprowadzonej na DNA
genomowym myszy z uzyciem specyficznych dla egzogennych sekwencji loxP oraz sekwencji EFla
starteréw. Osobniki 96 (A), 126, 131 (B) oraz 136 (C) posiadaja transgen w swoim genomie; pozostate osobniki
nie posiadaja transgenu. Oznaczenia: Gen — DNA genomowe dzikiej myszy C57 BL/6J, PML — plazmid pAAV-
DIO-EF1o-PML (kontrola pozytywna), K — kontrola negatywna.
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4.1.1.4 Podwyzszony poziom bialka PML u zwierzat podwadjnie transgenicznych DIO-

EF10-PMLMKIe-CreERT2 jh qukowany tamoksyfenem

W dalszych etapach kazda z otrzymanych linii DIO-EFla-PML prowadzona byla
niezaleznie i oznaczana jako DIO-EFla-PML', DIO-EFla-PML" oraz DIO-EFla-PML™.
Zdecydowano o niezaleznym prowadzeniu linii ze wzgledu na losowa integracje transgenu do

genomu, a tym samym prawdopodobienstwo jego obecnosci w roznych miejscach w genomie.

W celu wyprowadzenia linii o jednorodnym podlozu genetycznym C57 BL/6J
potomstwo transgeniczne F1 kazdej z linii krzyzowano z niezmodyfikowanymi genetycznie
myszami C57 BL/6]J az do pokolenia F5/F6. W dalszej kolejnosci przystapiono do
krzyzowania osobnikow kazdej z linii DIO-EF1a-PML z osobnikami linii CaMKIIo-Cre-ER™.
Potomstwo podwojnie transgeniczne DIO-EF1a-PML®MKI=CeERT2 genotypowano i w wieku
okoto 3 miesiecy wyznaczono do do$wiadczen. Zwierzgta te byly heterozygotyczne pod
wzgledem kazdego z transgenow. Wszystkie przedstawione w niniejszej pracy doswiadczenia
przeprowadzano na samicach. Wybor podyktowany byt zaplanowanymi do$wiadczeniami
behawioralnymi z wykorzystaniem klatek w systemie IntelliCage, w ktorych preferowana
plcia, ze wzgledu na grupy zwierzat o duzej liczebnosci, bioracych udziat w doswiadczeniu we
wspolnej klatce, sa samice. Rywalizacja oraz dominacja samcoéw przebywajacych w duzych

kohortach mogtaby znaczaco wplynaé na przebieg doswiadczen.

Ze wzgledu na niska rozrodczo$¢ i problemy z uzyskaniem odpowiednio licznych grup
pochodzacych od zatozyciela linii PML", do$wiadczenia prowadzono na grupach samic
pochodzacych od zatozycieli PML' oraz PML". Efekt podwyzszonego poziomu biatka PML
sprawdzono w dwoch grupach zwierzat: eksperymentalnej — myszy podwojnie transgeniczne
DIO-EF1a-PMLSMKIe-CreERT2 indukowane tamoksyfenem oraz kontrolnej — myszy podwojnie
transgeniczne DIO-EF1oa-PML®@MKICeERT2 traktowane olejem stonecznikowym (bedacym
rozpuszczalnikiem dla tamoksyfenu). Po 2-3 tygodniach od indukcji zwierzgta poddawano
perfuzji, mozgi izolowano oraz przy uzyciu kriostatu cigto na skrawki o grubosci 40 pum.
Nastgpnie w celu analizy ekspresji transgenu PML, na skrawkach mozgu wykonano barwienie
metoda DAB. Dos$wiadczenia przeprowadzano na grupach od 5 do 8 osobnikow. Ponizej

przedstawiono wyniki uzyskane z potomka pochodzacego od zalozyciela PML' (Rycina 14).
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grupa kontrolna grupa eksperymentalna

Rycina 14. Ekspresja bialka PML w hipokampie 3-miesigcznych myszy samic linii podwdjnie
transgenicznych DIO-EF1¢-PMLMK!e-CreERT2 - Np  Jewym panelu widoczne sa zdjecia mikroskopowe
skrawkow hipokampa uzyskanych od samicy z grupy kontrolnej, na prawym z grupy doswiadczalnej. Na
widocznych zdjgciach hipokampu oznaczono obszary CA1l, CA2, CA3 oraz DG, a takze strzatkami wskazano

wybarwione metoda DAB jadra komorkowe neuronow.

Jak wspomniano we wstepie, dotychczas poziom biatka PML w réznych strukturach
moézgu dorostych myszy, niezmodyfikowanych genetycznie, opisano 1 szczegdélowo
przedstawiono w pracy Hall 1 in. (2016). Z dostgpnych danych wiadomo, Zze poziom biatka
PML w hipokampie jest stosunkowo wysoki. Struktura CA1 = +, struktura CA2 = 0, struktura
CA3 = ++, oraz zakret zebaty (DG) = ++. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
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zauwazy¢, ze poziom PML u myszy podwojnie transgenicznych DIO-EF 1 o-PML cMK!le-Cre-ERT2
indukowanych tamoksyfenem nie r6zni si¢ istotnie od poziomu PML u myszy kontrolnych.
Efekt ten widoczny jest zar6wno w strukturach CA3 oraz DG gdzie poziom ten jest
stosunkowo wysoki, jak 1 w strukturach CA1 oraz CA2, w ktorych poziom PML jest bardzo
niski lub nie ma go wcale. Tak jak w przypadku struktur DG i CA3 efekt ten mégt by¢ na tyle
subtelny, ze prawie niezauwazalny, tak w przypadku struktur CA1 i1 CA2 r6éznice powinny by¢
mozliwe do oceny, ze wzgledu na duza aktywno$¢ Cre-ER™ w linii CaMKIlIa-Cre-ER™.
Analizie poddano w szczegdlnosci strukturg hipokampa, ale, jako ze indukcja podwyzszonego
poziomu biatka PML powinna wywotywaé efekt w wielu czg§ciach mézgu, sprawdzono
roOwniez pozostale struktury, migdzy innymi IV warstwe kory barytkowej, gdzie poziom
ekspresji PML migdzy grupa doswiadczalng a kontrolng byl rowniez porownywalny i1 nie
zauwazono istotnych réznic (wynikdw nie przedstawiono w pracy). Z tych powodow
w dalszej czesci pracy przedstawiono alternatywne do$wiadczenia prowadzace do uzyskania
neurospecyficznego, lokalnie podwyzszonego poziomu PML w mysim hipokampie z uzyciem

wektorow wirusowych rAAV.

4.1.2 Lokalna neurospecyficzna indukcja podwyzszonego poziomu bialka PML

W drugim z podej$¢, prowadzacym do uzyskania neurospecyficznego, lokalnie
podwyzszonego poziomu biatka PML w hipokampie, postuzono si¢ dwoma modelami mysimi.
W pierwszym z modeli wykorzystano otrzymana wczesniej lini¢ zwierzat transgenicznych
DIO-EF1a-PML. Myszy tej linii poddano operacjom stereotaktycznym z wykorzystaniem
wektora wirusowego rAAV-CaMKlIla-Cre wprowadzonego do hipokampa zwierzat.
W przeciwienstwie do linii transgenicznej CaMKIla-Cre-ER™, obecna w wektorze
wirusowym rAAV-CaMKIla-Cre rekombinaza Cre nie byta hamowana obecno$cia domeny
ER™. Oznaczato to brak konieczno$ci indukcji rekombinazy przy uzyciu tamoksyfenu.
W otrzymanym modelu zaobserwowano cytoplazmatyczng lokalizacje bialka PML
w mysim hipokampie. W drugim modelu zdecydowano si¢ na pracg¢ ze zwierz¢tami typu
dzikiego linit C57 BL/6J, ktéore poddano operacjom stereotaktycznym z wykorzystaniem
wektora wirusowego rAAV-EF10-PML-T2A-mCherryNLS. W wyniku przeprowadzonych
operacji otrzymano jadrowa lokalizacje bialka PML w mysim hipokampie. W kolejnych

sekcjach szczegotowo opisano i przedstawiono wyniki otrzymane w przypadku obu modeli.
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4.1.2.1 Podwyzszony poziom i cytoplazmatyczna lokalizacja biatlka PML u myszy linii
DIO-EF1a-PML uzyskane poprzez iniekcj¢ wektora wirusowego rAAV-CaMKIla-Cre do

struktur hipokampa

Pierwszy model lokalnej indukcji podwyzszonego poziomu biatka PML w hipokampie
oparty byt na linii DIO-EF1a-PML. Do do$wiadczen przeznaczano samice z linii PML' oraz
PML" w wieku 6-8 tygodni. Przeprowadzano operacje stereotaktyczne, w trakcie ktérych
wektor wirusowy rAAV-CaMKlIla-Cre dostarczano do hipokampa. W celu skutecznego
rozprowadzenia wektora wirusowego w catym hipokampie, podano po 250 nl wektora (miano
wirusa — Tabela 9) do kazdego z trzech miejsc okreslonych przez koordynaty podane w Tabeli
20. Dla kazdego wektora wirusowego koordynaty wybierane byty indywidualnie i wynikaty

z wczesniejszych optymalizacji.

Tabela 20. Koordynaty stosowane w trakcie operacji stereotaktycznych w celu zainfekowania

wektorem wirusowym rA AV-CaMKIla-Cre hipokampa samic z linii DIO-EF1a-PML.

AP L H

-2.0 +/—-1.4 -1.5
-2.8 +/—2.7 -1.6
-2.8 +/—2.7 -3.7

Operacje stereotaktyczne przeprowadzono na liczacych od 4 do 8 samic czterech
grupach, sposrod ktorych dwie pochodzity od zatozyciela PML' (grupa do$wiadczalna, grupa
kontrolna) oraz dwie od zatozyciela PML" (grupa do$wiadczalna, grupa kontrolna). Grupy
kontrolne stanowity myszy transgeniczne linii DIO-EF1a-PML, ktorym wstrzyknigto do
moézgu roztwor NaCl. Po 4 tygodniach od operacji samice poddawano procedurze perfuzji,
1zolowano moézgi oraz za pomoca kriostatu cig¢to na skrawki. W celu analizy poziomu ekspresji
biatka PML przeprowadzano barwienie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciata
skierowanego przeciwko biatku PML. W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen otrzymano

cytoplazmatyczna lokalizacjg biatka PML (Rycina 15).
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grupa kontrolna grupa doswiadczalna

DNA DNA

Rycina 15. Cytoplazmatyczny podwyzszony poziom bialka PML w hipokampie samic linii transgenicznej
DIO-EF1a-PML 4 tygodnie po domézgowe;j iniekcji wektora wirusowego rAAV-CaMKIlIo-Cre. Lewy panel
przedstawia zdjgcie mikroskopowe zakrgtu zgbatego hipokampa uzyskane od samicy linii DIO-EF1a-PML,
ktérej podano roztwoér NaCl (grupa kontrolna). Panel prawy przedstawia zdjgcie mikroskopowe zakretu zgbatego
hipokampa samicy linii DIO-EFla-PML, ktérej podano wektor wirusowy rAAV-CaMKlIla-Cre (grupa
doswiadczalna). Fluorescencj¢ pochodzaca od biatkka PML oznaczono kolorem zielonym. DNA (barwnik

Hoechst) oznaczono kolorem niebieskim.

Z uwagi na uzyskanie cytoplazmatycznej lokalizacji biatka PML, ktéra zwazywszy na
uzycie jadrowej izoformy biatka PML, byla nieoczekiwana, a takze ze wzgledu na kierunek
badan niniejszego doktoratu, ktorego celem bylo zbadanie migdzy innymi zmian
morfologicznych jadra komorkowego u zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML,
podjgto decyzje o dalszych do$wiadczeniach prowadzacych do uzyskania linii myszy

z podwyzszonym poziomem biatka PML o jadrowej lokalizacji.

4.1.2.2 Podwyzszony poziom i jadrowa lokalizacja bialka PML u myszy szczepu
dzikiego C57 BL/6J uzyskane poprzez iniekcj¢ wektora wirusowego rAAV-EF1o-PML-
T2A-mCherryNLS do hipokampa

Drugi model lokalnej indukcji podwyzszonego poziomu biatkka PML w hipokampie
oparty byl na pracy z linia myszy typu dzikiego C57 BL/6J. Do tego celu wykorzystano nowo
zaprojektowany wektor plazmidowy zawierajacy sekwencj¢ PML, T2A oraz mCherryNLS.
Sekwencja dla biatka T2A jako jedna z czterech nalezy do rodziny peptydow 2A. Obecnos¢
sekwencji T2A umieszczonej pomiedzy sekwencja dla biatka PML a sekwencja dla znacznika

bialkowego mCherryNLS umozliwita powstanie dwodch niezaleznych biatek, a nie bialka
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fuzyjnego. Zaréwno sekwencja dla biatka PML jak i znacznika biatlkowego mCherryNLS
znajdowaly si¢ pod promotorem EF1a. Wektor plazmidowy zawierat rowniez sekwencje ITR.
Klonowanie zaprojektowanego plazmidu wykonata firma $wiadczaca ustugi w zakresie
inzynierii genetycznej A&A Biotechnology. Ponizej przedstawiono schematyczna mapeg

otrzymanego wektora plazmidowego (Rycina 16).
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Rycina 16. Mapa wektora plazmidowego pAAV-EFla-PML-T2A-mCherryNLS. Zaznaczone kolorami
fragmenty: promotor EFla (kolor liliowy), sekwencja kodujaca transgen — PML (kolor rézowy), sekwencja genu
reporterowego — mCherry (kolor czerwony), sekwencja NLS (kolor granatowy), sekwencje ITR (kolor indygo)
oraz sekwencja WPRE (kolor biaty).

Po otrzymaniu plazmidu pAAV-EFla-PML-T2A-mCherryNLS przystapiono do
produkcji wektora wirusowego rAAV. Przed rozpoczgciem docelowych doswiadczen
majacych na celu analiz¢ zmian behawioralnych oraz zmian morfologii jadra komorkowego
przeprowadzono doswiadczenia pilotazowe umozliwiajace potwierdzenie prawidlowego
dzialania uzyskanego wektora wirusowego. Ponadto, celem tych doswiadczen byt wybor
koordynatow, stezZenia, a takze objgtosci podawanego wektora wirusowego, ktére umozliwiaja
jego prawidtowe i efektywne rozejscie si¢ w calej strukturze hipokampa. Analogiczne
doswiadczenia przeprowadzono przy uzyciu kontrolnego wektora wirusowego pAAV-EF1a-
mCherryNLS, réwniez wykonanego przez firm¢ A&A Biotechnology. Ponizej przedstawiono
zdjecia skrawkoéw z doswiadczen pilotazowych (Rycina 17) oraz optymalne koordynaty
(Tabela 21). Ze wzgledu na obecno$¢ biatka fluorescencyjnego wstepna analiza skrawkéw nie

wymagata barwienia immunohistochemicznego.
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rAAV-EF1a-PML-T2A-mCherryNLS

Rycina 17. Zdje¢cia mikroskopowe hipokampa (trzy przekroje) obrazujace rozchodzenie si¢ wirusa rAAV-

EF10-PML-T2A-mCherryNLS w strukturze hipokampa. Fluorescencja pochodzaca od znacznika biatkowego
mCherryNLS.

Tabela 21. Koordynaty stosowane w trakcie operacji stereotaktycznych w celu zainfekowania

wektorem wirusowym rAAV-EF1a-PML-T2A-mCherryNLS hipokampa myszy C57 BL/6J.

AP L H
—-1.46 +/—0.56 -1.9
—-1.46 +/—0.56 —-1.55
-2.06 +/—2.25 —-1.58
—2.80 +/—-2.7 -1.6

Aby wstepnie przyjrze¢ si¢ zmianom morfologii jadra komorkowego, przeprowadzono
barwienie immunofluorescencyjne z wykorzystaniem przeciwciala przeciwko biatku PML.
Wybarwione skrawki przeanalizowano przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Wyniki
obrazowania wykazaty wplyw podwyzszonego poziomu biatka PML, ktory prowadzi do
powstania wigkszej liczby niezaleznych, bardziej regularnych oraz znacznie wigkszych ciatek
jadrowych PML (zdjecia G 1 I, Rycina 18) lub do powstania jednego, bardzo duzego ciala
PML powstatego z polaczenia si¢ mniejszych ciatek jadrowych PML i obejmujacego cata
przestrzen pozachromatynowa w jadrze komorkowym (zdjecie H, Rycina 18). Procz
kontrolnych jader komodrkowych, zainfekowanych wektorem wirusowym rAAV-EFla-
mCherryNLS (zdjecia D-F, Rycina), przedstawiono rowniez jadra komodrkowe neuronow
hipokampa, ktore nie zostaty zainfekowane zadnym z wektoréw wirusowych (zdjecia A—C,

Rycina 18).
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A C
jadra neuronéw niezainfekowanych
-
G H
jadra neuronéw zainfekowanych
rAAV-EF1a-PML-T2A-mCherryNLS

PML DNA PML DNA PML DNA

jadra neuronéw zainfekowanych
rAAV-EFloa-mCherryNLS

Rycina 18. Zdjecie mikroskopowe obrazujace roznice wielkos$ci cialek jadrowych PML. W pierwszym
rzedzie widoczne zdjgcia przedstawiajace jadra neurondw niezainfekowanych, w drugim rzedzie widoczne sa
jadra neurondéw zainfekowanych kontrolnym wektorem wirusowym rAAV-EFlo-mCherryNLS, a w trzecim
rz¢dzie widoczne sa jadra neuronow zainfekowane do$wiadczalnym wektorem wirusowym rAAV-EF1a-PML-
T2A-mCherryNLS. Fluorescencja pochodzaca od biatka PML — czerwony, DNA (barwnik Hoechst) — niebieski.

Znacznik skali to 5 pum

Powyzsze wyniki do§wiadczen pilotazowych potwierdzity funkcjonalno$¢ uzyskanego
modelu myszy z lokalnie podwyzszonym poziomem biatka PML w hipokampie. Pozwolito to
na kontynuacj¢ badan z wykorzystaniem wyzej opisanego modelu zwierzgcego w celu analizy
zmian behawioralnych oraz zmian molekularnych jadra komoérkowego (opisanych w dalszej
cze$ci rozprawy). Dla uproszczenia w dalszej czesci opisu wynikéw grupe doswiadczalng
rAAV-EF10-PML-T2A-mCherryNLS nazwano PML-OE (od ang. overexpression), a grupe
kontrolna rAAV-EF1o-mCherryNLS nazwano CTRL-OE (od ang. control).

4.2 Wytworzenie modelu myszy z delecja bialkka PML

Drugi z modeli zwierzgcych wykorzystany w niniejszej pracy pozwolil na
scharakteryzowanie efektu delecji (,,knock-out”) biatka PML w hipokampie dorostych myszy.
Dotychczas badania opisane w literaturze dotyczace efektu usunigcia biatka PML w mozgu
przeprowadzono na modelu myszy z jego konstytutywnym brakiem. W przedstawionej pracy
uzyskano model myszy z indukowana, neurospecyficzna delecja genu PML w hipokampie

dorostych zwierzat. Indukcja mutacji dawata mozliwo$¢ aktywacji wprowadzanych zmian
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w kontrolowanych warunkach, poprzez wybor momentu dostarczenia wektora wirusowego do
mozgu. W tym celu wykorzystano system CRISPR/Cas9 zawierajacy Cre-zalezng ekspresje
endonukleazy Cas9 (wstgp — podsekcje 1.7.111.7.2).

Doswiadczenia prowadzono na myszach linii transgenicznej Rosa26-Lox-STOP-Lox-
Cas9-GFP (The Jackson Laboratory) (Platt i in., 2014). Myszom z grupy doswiadczalne;j
w trakcie operacji stereotaktycznych podawano w formie iniekcji domozgowej mieszankg
wirusow: rAAV-SpGuide™"', rAAV-SpGuide™"* oraz rAAV-CaMKIla-Cre. Myszy z grupy
kontrolnej otrzymywaly mieszanke wirusow: rAAV-SpGuide®™® i rAAV-CaMKIla-Cre.
Szczegbdtowy schemat aktywacji systemu CRISPR/Cas9 przedstawiono na Rycinie 19.

MIX rAAVs

rAAV-SpGuide™’ (rAAv-'SpGuidePML' —

+
" rAAV-CaMKlla-Cre —\

ekspresja Cas9-GFP

Rosa26-Cas9-GFP

aktywny system (’RISPR/Cas‘)—J

aktywny system Cre/LoxP
ywny sy -, .
pml~ " i ekspresja Tomato

ekspresja Cas9-GFP

Rosa26-Cas9-GFP
PML knock-out

Rycina 19. Schemat dzialania modelu myszy z delecja bialtka PML w hipokampie. (1) Mikroiniekcja
mieszanki trzech wektorow wirusowych AAV: tAAV-SpGuide™™' | rA AV-SpGuide™" oraz rAAV-CaMKIlo-Cre
do hipokampa (kontrola rAAV-SpGuide’® i rAAV-CaMKllo-Cre). W aktywowanym systemie Cre-loxP
rekombinaza Cre rozpoznaje sekwencje loxP flankujace kasete STOP i ja wycina. Dzigki uzyciu promotora
CaMKlla ekspresja Cre zachodzi wylacznie w neuronach. (2) Delecja kasety STOP pozwala na ekspresje
endonukleazy Cas9 w fuzji ze znacznikiem biatkowym GFP. Obecnos¢ Cas9 oraz gRNA dla PML
(eksprymowanych z sekwencji wprowadzonych do wektora AAV) umozliwia dziatanie systemu CRISPR/Cas9.

(3) Dziatajacy system CRISPR/Cas9 dokonuje ablacji genu PML w neuronach hipokampa.
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W kolejnych sekcjach opisano etapy otrzymania wektoréw plazmidowych, a nastepnie
wektoréw wirusowych zawierajacych sekwencje gRNA dla genu PML oraz sekwencj¢
kontrolng SCR (ang. scrambled) wykorzystanych do weryfikacji dzialania systemu
CRISPR/Cas9 in vitro oraz do przeprowadzenia operacji stereotaktycznych prowadzacych do

uzyskania myszy z delecja PML.

4.2.1 Otrzymanie wektorow plazmidowych zawierajacych sekwencje¢ gRNA dla genu

PML w systemie CRISPR/Cas9

Poczatkowym etapem prowadzacym do wytworzenia myszy z delecja PML bylo
zaprojektowanie i otrzymanie wektoréw plazmidowych zawierajacych okoto 20-nukleotydowa
sekwencje ,,doprowadzajaca”, czyli gRNA, dla dwoch pierwszych egzonow genu Pml.
Decyzja ta podyktowana byta faktem, ze zar6wno egzon I, jak i1 II obecne sa we wszystkich
izoformach biatka PML, a takze znajduja si¢ na jego poczatku, co zwigksza
prawdopodobienstwo uposledzenia procesu translacji na jego wczesnych etapach, a tym
samym uniemozliwia prawidtowe powstanie biatka PML. Kazda z sekwencji kodujacych
gRNA dla PML zostala niezaleznie wprowadzona do wektora plazmidowego pX552-sgRNA-
Tom (pX552-U6-sgRNA-hSynl-tdTomato, otrzymanego w ramach wspotpracy z dr. Andriem
Domanskyi’m z Uniwersytetu Helsinskiego). Wektor ten zawiera promotor U6 umozliwiajacy
ekspresj¢ gRNA, sekwencje dla biatka fluorescencyjnego tdTomato (ang. tandem dimer
Tomato), ktore umozliwia identyfikacje zainfekowanych komorek, a takze sekwencje ITR.
Neurospecyficzno$¢ tdTomato zostata zapewniona dzigki obecno$ci promotora genu
synapsyny-1 (hSynl). Specyficzne dla PML sekwencje gRNA =zostaly zaprojektowane
w oparciu o protokot grupy Zhanga (MIT, Boston USA). Na Rycinie 20 przedstawiono mapg
wektora plazmidowego dla sgPML1 (sgPML2 rdzni si¢ od niego jedynie 20-nukleotydowa
sekwencja ,,doprowadzajaca” gRNA). Sekwencje SCR stuzaca jako kontrola doswiadczen

wprowadzono do takiego samego wektora plazmidowego pX552-sgRNA-Tom.
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Rycina 20. Mapa wektora plazmidowego pX552-sgPML1-TOM. Zaznaczone kolorami fragmenty: promotor
U6 (kolor jasnorézowy), sekwencja kodujaca gRNA dla PML (kolor fioletowy), promotor hSyn (kolor

lososiowy), sekwencja genu reporterowego — tdTomato (kolor czerwony), sekwencje ITR (kolor indygo).

4.2.2 Weryfikacja dzialania systemu CRISPR/Cas9 in vitro

Kolejnym etapem byla weryfikacja dziatania systemu CRISPR/Cas9 in vitro. W tym
celu wykorzystano reakcj¢ tancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja — RT-PCR
w potaczeniu z ilo§ciowa reakcja tanicuchowa polimerazy — qPCR. Materialem, ktory postuzyt
do przeprowadzenia reakcji RT-qPCR, bylo catkowite RNA wyizolowane z pierwotnych
hodowli komorek nerwowych hipokampa otrzymanych z oseskow myszy linii transgenicznej

Rosa26-Lox-STOP-Lox-Cas9-GFP, a wynikiem byt wzgledny poziom mRNA dla biatka PML.

W celu otrzymania wektorow wirusowych rAAV (rAAV-X552-sgPMLI1-Tom i rAAV-
X552-sgPML2-Tom) namnozono dwa wektory plazmidowe zawierajace sekwencje gRNA dla
biatka PML. Dodatkowo do badan in vitro wykorzystano wcze$niej uzyskany wektor
wirusowy rAAV-CaMKllo-Cre. Mieszaning wektorow wirusowych rAAV-X552-sgPML1-
Tom, rAAV-X552-sgPML2-Tom w potaczeniu z rAAV-CaMKlla-Cre infekowano pierwotne
hodowle komoérek nerwowych hipokampa uzyskane z oseskoéw linii transgenicznej Rosa26-
Lox-STOP-Lox-Cas9-GFP. Jako kontrole wykorzystano wektor wirusowy rAAV-X552-
sgSCR-Tom, w potaczeniu z rAAV-CaMKIla-Cre. Obecnos¢ rekombinazy Cre z wektora
wirusowego rAAV- CaMKlIla-Cre uruchamiata ekspresj¢ endonukleazy Cas9 w fuzji

z biatkiem reporterowym GFP. Aktywna endonukleaza Cas9 doprowadzata do usunigcia genu
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PML. Schemat przebiegu doswiadczen przedstawiono na Rycinie 21, a jego wynik po analizie
mikroskopowej przedstawiono na Rycinie 22. Po przeprowadzeniu analizy mikroskopowej
potwierdzajacej, ze komorki zostaty skutecznie zainfekowane, z neuronow hipokampalnych

7 dni po infekcji wyizolowano RNA.

ITR sgPML tdTomato ITR
g
. Ue hSyn1 hpolyA

rAAV-CaMKlIla--Cre

pierwotne hodowle komérek nerwowych hipokampa
z myszy linii transgenicznej Rosa26-LSL-Cas9-GFP

Rycina 21. Schemat do$wiadczenia umozliwiajacego weryfikacje dzialania systemu CRISPR/Cas9 in vitro.
Uzyto pierwotnych hodowli komérek nerwowych hipokampa otrzymanych z mysich oseskow linii transgenicznej
ROSA26-LSL-Cas9-GFP. Hodowlg zainfekowano mieszanka wektorow wirusowych AAV: rAAV-CaMKlIla-Cre

(zielona fluorescencja, GFP — ekspresja endonukleazy Cas9) i rAAV-X552-sgPML-Tom (czerwona fluorescencja,

dtTomato — potwierdzenie dostarczenia sgPML).

Rycina 22. Sprawdzenie zdolnos$ci infekcyjnej wektoréow wirusowych AAV. Zdjecie mikroskopowe z hodowli
neurondéw hipokampalnych otrzymanych z myszy linii Rosa26-LSL-Cas9-GFP zainfekowanych mieszanka
wektorow wirusowych rAAV-X552-sgPML2-Tom i rAAV-CaMKlla-Cre. Zdjecia przedstawiaja ekspresje: (A)
endonukleazy Cas9 — zielona fluorescencja, (B) barwnika tdTomato wynikajaca z dostarczenia sgPML —

czerwona fluorescencja, (C) Wspotwystgpowanie Cas9 i tdTomato — kolor pomaranczowy.

90



Kolejno przeprowadzano reakcj¢ RT-PCR, stluzaca w pierwszym etapie przepisaniu
informacji genetycznej z RNA, bgdacego matryca reakcji, na cDNA (ang. complementary
DNA). Uzyskane cDNA postuzyl do wykonania ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy,
gqPCR, z wykorzystaniem sondy TagMan dla genu PML. W odréznieniu od klasycznej reakcji
tancuchowej polimerazy, duza zaleta metody qPCR jest mozliwo$¢ monitorowania iloSci
powstajacego produktu w kazdym cyklu reakcji. Istotnym etapem analizy qPCR bylo
wyznaczenie progowej liczby cykli reakcji (ang. threshold cycle, Ct). Surowe wartos$ci
ekspresji genow otrzymane w wyniku analizy qPCR przedstawiono jako warto$¢ Ct. Ct
definiuje si¢ jako liczbg cykli wymaganych do przekroczenia progu przez sygnat
fluorescencyjny. W trakcie analizy wartos¢ Ct proby badanej porownywano do wartosci proby
referencyjnej, zwanej kalibratorem. Z tego powodu w celu przeprowadzenia standaryzacji,
oprécz genu badanego te same reakcje przeprowadzono na genie kontrolnym (referencyjnym),
ktéry ulega ekspresji na podobnym poziomie we wszystkich komoérkach organizmu (zarowno
w normalnych, jak 1 w patologicznych warunkach). Takimi cechami odznaczaja si¢ tzw.
housekeeping genes, do ktoérych nalezy migdzy innymi wykorzystany w ponizszych

doswiadczeniach gen Hprt wystepujacy we wszystkich komorkach somatycznych.

*(p <0.05)
1.4 1
* Rycina 23. Wzgledny poziom mRNA genu
“j 1.24 PML otrzymany z pierwotnych hodowli
3
S 104 1 komorek nerwowych hipokampa. Na wykresie
%0& l: * przedstawiono wyniki uzyskane po infekcji
£ * : neuronéw hipokampalnych mieszanka wektorow
§_ 0.6 wirusowych. SCR: rAAV-X552-sgSCR-Tom +
% 0.4- rAAV-CaMKIlo-Cre (kolor jasnoszary), oraz
§°02 gPML: rAAV-X552-sgPML1+2-Tom + rAAV-
CaMKIIa-Cre (kolor czerwony), n = 7.
007 R gPML

Warunki i1 parametry przeprowadzonej reakcji RT-qPCR opisano w podsekcjach 3.8.3
13.8.4. Na Rycinie 23 przedstawiono w formie wykresu slupkowego wynik opisanego
doswiadczenia. Uzyskane wyniki potwierdzity funkcjonalno$¢ systemu CRISPR/Cas9 in vitro.
Spadek wzglednego poziomu mRNA dla genu PML usunigtego przy uzyciu wektorow
wirusowych zawierajacych sekwencj¢ gRNA dla I 1 II egzonu biatka PML wynidst okoto 40%
w stosunku do grupy kontrolnej SCR.
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W dalszej czes$ci opisu wynikdw grupe doswiadczalna, ktorej podano mieszanke
wirusow rAAV-X552-sgPML1-Tom, rAAV-X552-sgPML2-Tom i rAAV-CaMKIlo-Cre, dla
uproszczenia nazwano PML-KO, a grupe kontrolna, ktoérej podano mieszankg wirusow

rAAV-X552-sgSCR-Tom i rAAV-CaMKIloe-Cre, nazwano CTRL-KO.

4.2.3 Weryfikacja dzialania systemu CRISPR/Cas9 in vivo

Weryfikacje dziatania systemu CRISPR/Cas9 in vivo rozpoczgto od przeprowadzenia
wstgpnych operacji stereotaktycznych na czterech osobnikach linii Rosa26-LSL-Cas9-GFP.
W trakcie operacji potwierdzono wybor koordynatoéw (Tabela 21) najskuteczniej
rozprowadzajacych zawiesing wirusowa po calym hipokampie, oraz st¢zenie wektoréw
wirusowych (Tabela 9). Ograniczenie do minimum wstepnych do$wiadczen podyktowane byto
chgcia oszczgdnego wykorzystywania osobnikow transgenicznych, ktore dzigki temu mozna

byto wykorzysta¢ do doswiadczen docelowych.

Nastepnie w celu analizy wzglednego poziomu ekspresji mRNA z ekstraktow
uzyskanych z mysich hipokampow, przeprowadzono operacje stereotaktyczne. Operacje
wykonano na grupie myszy PML-KO (n=13) oraz grupie myszy CTRL-KO (n=12).
Dostarczona ilo$¢ i rozcienczenia wektoréw wirusowych podano w Tabeli 9. Po okoto
2 tygodniach od =zakonczenia operacji, bezposrednio po u$mierceniu zwierzat, w celu
przygotowania ekstraktow RNA z mozgow myszy izolowano hipokampy (opisano
w podsekcji 3.8.2). Uzyskany RNA postuzyt jako material do przeprowadzenia reakcji RT-
gPCR (opisano w podsekcjach 3.8.3 i1 3.8.4), ktorej wyniki w formie wykresu stupkowego
przedstawiono na Rycinie 24. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w otrzymanym modelu

zwierz¢cym uzyskano istotna redukcje ekspresji PML.

T <003) Rycina 24. Wzgledny poziom mRNA genu PML.
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4.3 Analiza zamian behawioralnych myszy z podwyzszonym poziomem oraz delecja

bialka PML w testach prowadzonych w klatkach IntelliCage

W celu scharakteryzowania skutkow wprowadzonych modyfikacji genetycznych,
powodujacych podwyzszenie badz obnizenie poziomu biatka PML w hipokampie dorostych
myszy, zwierzgta poddano testom behawioralnym w klatkach IntelliCage. System IntelliCage
umozliwit oceng myszy pod katem ich zdolnos$ci do uczenia si¢, zapamigtywania, a takze ich
ogoblnej aktywno$ci w czasie trwania testow. Szczegotowy opis systemu klatek IntelliCage

przedstawiono w rozdziale Materiaty i metody — podsekcja 3.5.

Zanim przystapiono do przeprowadzenia testow behawioralnych, myszy poddano
operacjom stereotaktycznym w celu wprowadzenia opisanych powyzej modyfikacji
genetycznych. W przypadku obu modeli do§wiadczalnych wykorzystano okoto 4-miesigczne
samice. W do$wiadczeniach majacych na celu wywolanie podwyzszonego poziomu biatka
PML w hipokampie, wykorzystano lini¢ myszy typu dzikiego C57BL/6J. Operacje
stereotaktyczne przeprowadzono na dwoch grupach zwierzat: doswiadczalnej PML-OE
(n=15) 1 kontrolnej CTRL-OE (rn=15). W doswiadczeniach prowadzacych do usunigcia
biatka PML w hipokampie wykorzystano lini¢ myszy Rosa26-Lox-STOP-Lox-Cas9-GFP.
Operacje stereotaktyczne przeprowadzono na dwoch grupach zwierzat: do§wiadczalnej PML-
KO (n=9) 1 kontrolnej CTRL-KO (n=_8). Miano, ilo§¢ oraz rozcienczenia podanych

wektorow wirusowych dla obu schematéw doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli 9.

Po zakonczeniu operacji stereotaktycznych zwierzgta przebywaly w osobnych klatkach
przez 5 dni, co umozliwiato zagojenie si¢ ran pooperacyjnych i rekonwalescencj¢. Nastepnie
w celu adaptacji myszy potaczono w grupy docelowe, a takze przenoszono do pomieszczen,
gdzie przeprowadzano wszystkie testy behawioralne. Ze wzgledu na to, ze zmiany ekspresji
genow sa efektywne po 2—4 tygodniach od dostarczenia wektorow wirusowych AAV do

hipokampa, testy behawioralne rozpoczeto po 3—4 tygodniach od przeprowadzenia operacji.

Zwierzeta umieszczono w klatkach IntelliCage. W do$wiadczeniu z modelem myszy
z podwyzszonym poziomem biatka PML w jednej klatce przebywato 15 osobnikéw z grupy
doswiadczalnej PML-OE, a w drugiej klatce 15 osobnikow z grupy kontrolnej CTRL-OE.
W doswiadczeniu z modelem myszy z delecja biatka PML w jednej klatce przebywato
9 osobnikow z grupy doswiadczalnej PML-KO, a w drugiej klatce 8 osobnikéw z grupy
kontrolnej CTRL-KO. Co istotne, w obu modelach badawczych, doswiadczenia na grupie

kontrolnej oraz doswiadczalnej prowadzone byly jednoczesnie. Dzigki temu mozliwe byto
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uzyskanie maksymalnie zblizonych warunkéw dos$wiadczalnych. Ponadto w obu modelach
badawczych doswiadczenia rozpoczynaty si¢ o tej samej porze (dnia i1 roku), byly
wykonywane analogicznie, w tym samym pomieszczeniu 1 przez tego samego

eksperymentatora.

Testy rozpoczynano uruchomieniem 3-dniowej swobodnej adaptacji (ang. free
adaptation), podczas ktorej myszy miaty nieograniczony dost¢p do wszystkich rogow klatki
oraz do wszystkich butelek z woda w klatce. Nastepnie na 3 dni uruchomiono program majacy
na celu uczenie si¢ zwierzat do picia wody poprzedzonego puknigciem nosa w poidto (ang.
nosepoke adaptation, NPA). Po tacznie 6 dniach adaptacji do warunkéw panujacych w klatce
rozpoczynano testy uczenia. Pierwszym przeprowadzanym testem byl test clockwise,
a kolejnym test counter-clockwise. Nastgpnie w klatkach przywracano wyjsciowe ustawienia
wlaczajac na 3 dni program NPA, w trakcie ktérego zrobiono 30-minutowa przerwg potrzebna
na wymiang $ciotki 1 podanie zwierzgtom $swiezej wody. Kolejnymi testami byt test uczenia

sig progresywnego (ang. progressive ratio) oraz test Vogla (Rycina 25).

iniekcja rAAV
/- N swobodna adaptacja
E— ) counter progressive  test
PA¢ START NPA clockwise clockwise NPA i Vogla STEP
I ——1+— I — I I
21-28 dni 3dni 3 dni 9 dni 6 dni 2 dni 5 dni 4dni  Perfuzja

Rycina 25. O$ czasu doswiadczen behawioralnych. Poczawszy od lewej strony, na osi widoczny jest punkt
(oznaczony gwiazdka), w trakcie ktorego odbyty sig operacje stereotaktyczne. Czas rekonwalescencji i adaptacji
wynosit 21-28 dni. Nastgpnie w klatkach IntelliCage przeprowadzono swobodna adaptacje, adaptacje
z wykonywaniem pukni¢¢ nosem w poidio z woda oraz testy uczenia: clockwise, counter-clockwise, progressive

ratio oraz test Vogla.

4.3.1 Testy clockwise i counter-clockwise

Umiejgtnos¢ zwierzat do uczenia si¢ 1 zapamigtania poprawnej kolejnosci patrolowania
rogdéw (w celu napicia si¢ wody) w kierunku zgodnym z kierunkiem ruchu wskazowek zegara
oraz przeciwnie do tego kierunku sprawdzano stosujac odpowiednio 9-dniowy test clockwise
oraz 6-dniowy test counter-clockwise. Uzyskane wyniki przedstawiono jako: liczbg wizyt
poprawnych, liczb¢ wizyt niepoprawnych oraz $redni procent prawidtowych (tj.
wykonywanych zgodnie z kierunkiem ruchu wskazéwek zegara lub przeciwnie do tego

kierunku) wizyt zakonczonych napiciem si¢ wody dla kazdej grupy. Podczas wszystkich
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przeprowadzonych testow sprawdzono réwniez aktywno$¢, ktéra w przypadku wyzej

opisanych testow przedstawiano jako liczbg¢ wszystkich puknig¢¢ nosem.

Test clockwise (wykres C, Rycina 26) dla myszy z podwyzszonym poziomem biatka
PML w hipokampie wykazal, ze zwierzeta z grupy doswiadczalnej PML-OE wykonywaly
zblizony $redni procent poprawnych wizyt w porownaniu do myszy z grupy kontrolnej CTRL-
OE, u ktorych bialko PML byto na poziomie endogennym. W dniach od 1. do 5. $redni procent
poprawnych wizyt wzrést od 35% do ponad 50% dla obu grup. W kolejnych dniach zwierzgta
z obu grup w sposob prawidtowy uczyly si¢ wyznaczonego im zadania, w zwiazku z czym
w dniach od 4. do 9. $redni procent poprawnych wizyt wzrdést do ponad 60%. Dla obu grup
wzrost procenta poprawnych wizyt migdzy pierwszym a ostatnim dniem eksperymentu byt

statystycznie istotny (p < 10~ w jednostronnym tescie t-Studenta).

Uzyskane wyniki wskazuja na brak zaburzen poznawczych oraz deficytéw w procesie
formowania réznego rodzaju pamigci w tym przestrzennej 1 proceduralnej u zwierzat
z podwyzszonym poziomem biatka PML w hipokampie. Oznacza to, ze zwierzg¢ta w sposob
prawidlowym nauczyly si¢ wyznaczonego im zadania. Potwierdzenie tego widoczne jest
rowniez na wykresach A i B (Rycina 26), na ktorych liczba poprawnych wizyt (wykres A)
przez caly czas trwania testu utrzymywala si¢ na jednakowym poziomie ($rednio 55-65
wizyt), podczas gdy liczba niepoprawnych wizyt (wykres B) malata, od ponad $rednio 110 do

srednio ponizej 40 wizyt dziennie, co wyznacza krzywa uczenia si¢ zwierzat.
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Rycina 26. Wykresy przedstawiajace wyniki testu clockwise dla myszy z podwyzszonym poziomem bialka
PML. Myszy z grupy doswiadczalnej PML-OE (n =15) oznaczono kolorem zielonym, a myszy z grupy
kontrolnej CTRL-OE (n = 15) oznaczono kolorem szarym. (A) Wykres przedstawia liczbg wizyt poprawnych w
kazdej grupie. (B) Wykres przedstawia liczbg¢ wizyt niepoprawnych w kazdej grupie (C) Wykres przedstawia
$redni procent poprawnych wizyt w kazdej grupie. Dla kazdego z wykreséw $rednia grupy przedstawiono jako
pogrubiona lini¢; Srednie poszczegdlnych osobnikéw przedstawiono jako cienkie linie taczace punkty. Stupek

btedu dla wszystkich wykresow — odchylenie standardowe. Analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami nie

3 4 5 6
Dzien

wykazata réznic istotnych statystycznie migdzy grupami.
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Aktywnos$¢ myszy zostata oceniona liczba wszystkich pukni¢g¢ nosem w poidlo
wykonanych w kazdej dobie testu. Poczatkowo, zarowno w grupie doswiadczalnej PML-OE
(112 doba), jak i kontrolnej CTRL-OE (1 doba) obserwowano wysoka liczbg pukni¢¢ nosem,
ktora w kolejnych dniach malata (Rycina 27), co bylo zwiazane ze wzrostem liczby
poprawnych wizyt (Rycina 26). Wskazuje to na niezaburzona aktywnos$¢ zwierzat, ktore
w pierwszych dniach testu eksploruja nowe warunki, a nastgpnie w sposob naturalny
aktywnos$¢ spada z kazdym kolejnym dniem testu. Aktywno$¢ w obu grupach wykazata
podobna dynamike utrzymujaca si¢ na poziomie $rednio 600 pukni¢¢ nosem od 1. dnia testu

do okoto 300 w 9. dniu testu. Wynik w formie wykresu przedstawiono na Rycinie 27.
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Rycina 27. Srednia dzienna liczba wszystkich pukni¢¢ nosem w teScie clockwise. Myszy z grupy
doswiadczalnej PML-OE (n = 15) oznaczono kolorem zielonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (n = 15)
oznaczono kolorem szarym. Wyniki przedstawiono jako liczbe puknigé nosem w kazdej grupie. Czarne,
pojedyncze punkty odpowiadaja poszczegdlnym osobnikom. Stupek btedu — odchylenie standardowe w grupie.

Analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami nie wykazata réznic istotnych statystycznie.

Test clockwise —wykres C (Rycina 28) — dla myszy z delecja biatka PML w hipokampie
pokazal, ze zwierzgta z grupy doswiadczalnej PML-KO wykazaty zblizony $redni procent
poprawnych wizyt w pordwnaniu do myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO, u ktorych biatko
PML byto na poziomie endogennym. W dniach od 1. do 5. §redni procent poprawnych wizyt
wyniost od 35-38% do 48-55% dla obu grup. W kolejnych dniach zwierzgta z obu grup
w sposob prawidlowy uczyly si¢ wyznaczonego im zadania; w dniach od 4. do 9. $redni
procent poprawnych wizyt wzrdst do ponad 60%. Dla obu grup wzrost procenta poprawnych
wizyt miedzy pierwszym a ostatnim dniem eksperymentu byt statystycznie istotny (p < 107

w jednostronnym tesécie t-Studenta).
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Uzyskane wyniki wskazuja na brak zaburzen poznawczych oraz deficytow w procesie
formowania ro6znego rodzaju pamigci w tym przestrzennej i proceduralnej u zwierzat
z usunigtym biatkkiem PML w hipokampie. Podobnie jak w przypadku zwierzat
z podwyzszonym poziomem biatka PML oznacza to, ze zwierz¢ta w sposob prawidtowym
nauczyly si¢ wyznaczonego im zadania. Potwierdzenie tego widoczne jest na wykresach A1 B
(Rycina 28), na ktérych liczba poprawnych wizyt (wykres A) przez caty czas trwania testu
utrzymywata si¢ na jednakowym poziomie ($rednio okoto 50 wizyt), podczas gdy liczba
niepoprawnych wizyt (wykres B) malala, od $rednio 90 do $rednio ponizej 25 wizyt dziennie,

co wyznacza krzywa uczenia si¢ zwierzat.
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Rycina 28. Wykresy przedstawiajace wyniki testu clockwise dla myszy z delecja biatka PML. Myszy z grupy
doswiadczalnej PML-KO (n = 9) oznaczono kolorem czerwonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO (n = 8)
oznaczono kolorem jasnoszarym. (A) Wykres przedstawia liczb¢ wizyt poprawnych w kazdej grupie. (B)
Wykres przedstawia liczbg¢ wizyt niepoprawnych w kazdej grupie (C) Wykres przedstawia $redni procent
poprawnych wizyt w kazdej grupie. Dla kazdego z wykresow $rednia grupy przedstawiono jako pogrubiona linig;
$rednie poszczeg6lnych osobnikéw przedstawiono jako cienkie linie taczace punkty. Stupek btedu dla wszystkich
wykresdbw — odchylenie standardowe. Analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami nie wykazala roznic

istotnych statystycznie migdzy grupami.
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Podobnie jak w przypadku myszy z podwyzszonym poziomem biatka PML, w trakcie trwania
testu sprawdzono aktywno$¢ myszy z delecja biatka PML poprzez oceng liczby wszystkich
puknig¢ nosem w poidto wykonanych w kazdej dobie testu. Zaréwno w grupie doswiadczalne;j
PML-KO, jak i kontrolnej CTRL-KO, nie zanotowano zaburzen aktywnos$ci. W pierwszych
trzech dobach zwierzeta wykonywaty wykazata podobna dynamike utrzymujaca si¢ na

poziomie $rednio ponad 400 pukni¢¢ nosem od 1. dnia testu do okoto 150 w 9. dniu testu.

Wynik w formie wykresu przedstawiono na Rycinie 29.
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Rycina 29. Srednia dzienna liczba puknigé nosem w tescie clockwise. Myszy z grupy do$wiadczalnej PML-
KO (n=9) oznaczono kolorem czerwonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO (n = 8) oznaczono kolorem
szarym. Wyniki przedstawiono jako liczb¢ puknie¢ nosem w kazdej grupie. Czarne, pojedyncze punkty
odpowiadaja poszczegdlnym osobnikom. Stupek btedu — odchylenie standardowe w grupie. Analiza wariancji

z powtarzanymi pomiarami nie wykazata rdznic istotnych statystycznie.

Kolejnym przeprowadzonym testem byt test counter-clockwise, ktory nastgpowal
bezposrednio po tescie clockwise. Test trwajacy 6 dni miat na celu sprawdzenie zdolnos$ci
zwierzat do oduczenia poruszania si¢ zgodnie z kierunkiem ruchu wskazoéwek zegara
1 nauczenia poruszania si¢ w kierunku przeciwnym. Wyniki przedstawiono jak sredni procent
poprawnych wizyt (tak jak w przypadku testu clockwise zakonczonych napiciem si¢ wody).
Test counter-clockwise wykazal, ze zwierzgta z podwyzszonym poziomem biatka PML
z grupy doswiadczalnej] PML-OE utrzymywaly podobny $redni procent poprawnych wizyt w
stosunku do myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (Rycina 30). Od 1. do 6. dnia testu poziom
ten utrzymywal si¢ w okolicach 50-52% dla grupy dos$wiadczalnej 1 55-57% dla grupy
kontrolnej. Uzyskane wyniki nie wskazuja na zaburzenia procesu ,,przeuczania si¢” u zwierzat
z podwyzszonym poziomem biatka PML. Jednocze$nie oznacza to, ze zwierzg¢ta w trakcie

trwania poprzedniego testu clockwise skutecznie i trwale nauczyly si¢ reguty zmiany rogu po
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kazdym napiciu si¢. Znajac t¢ regule szybko zastosowaly ja w teScie counter-clockwise,
dlatego juz od pierwszej doby testu poziom poprawnych odpowiedzi wynosit ponad 50% dla
obu grup. Niezaburzona pamig¢ proceduralna pozwolila na bardzo szybkie dostosowanie

pamigci przestrzennej do innego kierunku poruszania si¢ narzuconego w tym tescie.
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Rycina 30. Procent poprawnych wizyt w tescie counter-clockwise. Myszy z grupy doswiadczalnej PML-OE
(n=15) oznaczonej kolorem zielonym i grupy kontrolnej CTRL-OE (n = 15) oznaczonej kolorem jasnoszarym
w trakcie trwania testu counter-clockwise (6 dni). Wyniki przedstawiono jako $redni procent poprawnych wizyt
w kazdej grupie (pogrubiona linia; $rednie poszczegdlnych osobnikéw przedstawiono jako cienkie linie faczace
punkty). Stupek btedu — odchylenie standardowe. Analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami nie wykazata

réznic istotnych statystycznie.
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Rycina 31. Srednia dzienna liczba puknig¢ nosem w tescie counter-clockwise. Myszy z grupy doswiadczalnej
PML-OE (n = 15) oznaczono kolorem zielonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (n = 15) oznaczono
kolorem szarym. Wyniki przedstawiono jako liczbg pukni¢¢ nosem w kazdej grupie. Czarne, pojedyncze punkty
odpowiadaja poszczegdlnym osobnikom. Stupek biedu — odchylenie standardowe w grupie. Jednoczynnikowa
analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami wykazata istotne statystycznie réznice aktywnosci migdzy grupami,

p=0.015 (*).
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Aktywnos$¢ myszy z podwyzszonym poziomem biatka PML w tescie counter-clockwise
oceniono liczba wszystkich puknie¢ nosem w poidto wykonanych w kazdej dobie testu
(Rycina 31). W grupie dos$wiadczalnej PML-OE liczba przyblizen nosa do bramek
prowadzacych do butelek z woda utrzymywata si¢ $rednio na poziomie ponad 200, a dla grupy
kontrolnej CTRL-OE okoto 300 (roznica istotna statystycznie p = 0.015 *). Myszy
z podwyzszonym poziomem biatka PML wykazywaty zatem mniejsza aktywno$¢ niz myszy

z grupy kontrolnej (Rycina 31).

Wynik testu counter-clockwise dla zwierzeta z delecja biatka PML wykazal, ze zardwno
zwierzeta z grupy doswiadczalnej PML-KO jak i z grupy kontrolnej CTRL-KO utrzymywaty
podobny $redni procent poprawnych wizyt, ktory od 1. do 6. dnia testu wyniost od 55-60%.
Uzyskane wyniki dla zwierzat typu ,knock-out” podobnie jak w przypadku zwierzat
z podwyzszonym poziomem biatka PML sugeruja brak zaburzen pamigci proceduralnej i

fatwo$¢ w dostosowaniu pamigci przestrzennej do innego kierunku poruszania si¢ (Rycina 32).
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Rycina 32. Procent poprawnych wizyt w tescie counter-clockwise. Myszy z grupy do$wiadczalnej PML-KO
(n=9) oznaczonej kolorem czerwonym i grupy kontrolnej CTRL-KO (n = 8) oznaczonej kolorem jasnoszarym w
trakcie trwania testu counter-clockwise. Wyniki przedstawiono jako §redni procent poprawnych wizyt w kazdej
grupie (pogrubiona linia; $rednie poszczegoélnych osobnikéw przedstawiono jako cienkie linie taczace punkty).
Stupek bledu — odchylenie standardowe. Analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami nie wykazata réznic

istotnych statystycznie.

Aktywno$¢ myszy z delecja biatka PML w te$cie counter-clockwise oceniono liczba
wszystkich puknig¢ nosem w poidlo wykonanych w kazdej dobie testu (Rycina 33).
Aktywno$¢ zaréwno dla grupy kontrolnej CTRL-KO, jak i dos$wiadczalnej PML-KO
utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie, Srednio od 200 do 250 puknig¢ nosem kazdego dnia

w trakcie trwania calego testu.
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Rycina 33. Srednia dzienna liczba puknigeé nosem w tescie counter-clockwise. Myszy z grupy doswiadczalnej
PML-KO (7 =9) oznaczono kolorem czerwonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO (n = 8) oznaczono
kolorem szarym. Wyniki przedstawiono jako liczbe puknig¢ nosem w kazdej grupie. Czarne, pojedyncze punkty
odpowiadaja poszczegdlnym osobnikom. Stupek btgdu — odchylenie standardowe w grupie. Analiza wariancji z

powtarzanymi pomiarami nie wykazata réznic istotnych statystycznie.

4.3.2 Test uczenia si¢ progresywnego

Kolejnym przeprowadzonym testem byt test uczenia si¢ progresywnego polegajacy na
wykonaniu odpowiedniej, zwigkszajacej si¢ na kazdym kolejnym poziomie testu, liczby
puknie¢ nosem umozliwiajacych napicie si¢ wody. Poziom testu byl zawsze bezposrednio
powiazany z liczba pukni¢¢ nosem; np. 10. poziom oznaczal 10 puknig¢ nosem zakonczonych

napiciem si¢ wody.

Uzyskane dla zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML wyniki (Rycina 34)
przedstawiono jako liczbg poziomdéw pokonanych w ciagu pierwszej doby (z powodu
probleméw technicznych, niezaleznych od eksperymentatora, nie udato si¢ uzyska¢ danych
z pozostatych 4 dob trwajacego 5 dni testu). Wyniki dla pierwszej doby pokazaty, ze zwierzeta
PML-OE érednio osiagnety nizszy poziom niz zwierzg¢ta kontrolne CTRL-OE. Analize
przeprowadzono stosujac statystyczny test t-Studenta, w ktorym p = 0.002 (**). Ze wzgledu
na utrat¢ danych, dla zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML nie przeprowadzono

analizy aktywnos$ci w trakcie trwania testu uczenia si¢ progresywnego.
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Dzien pierwszy, p = 0.002 (**)
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Rycina 34. Srednia dzienna liczba pokonanych pozioméw w te$cie uczenia si¢ progresywnego (pierwsza
doba). Zwierzgta z grupy PML-OE (n = 15) oznaczonej kolorem zielonym $rednio osiagngly nizszy poziom
poprawnych odpowiedzi niz zwierzgta z grupy kontrolnej CTRL-OE (n = 15) oznaczonej kolorem jasnoszarym.

Analizg statystyczna wykonano testem t-Studenta, w ktorej p = 0.002 (**).

Wyniki testu uczenia si¢ progresywnego dla zwierzat z delecja biatka PML (Rycina 35)
wykazaty, ze w pierwszych dwoch dniach testu zaréwno myszy PML-KO jak i CTRL-KO
osiagnety $rednio odpowiednio 7 i 8 poziom testu. W kolejnym trzecim dniu zwierzgta PML-
KO srednio dotarty do poziomu 10 lub 12, a grupa CTRL-KO $rednio do poziomu 16 lub 20.
W czwartym dniu zwierzgta PML-KO pozostaty na poziomie 10 lub 12, natomiast grupa
CTRL-KO $rednio dotarta na 24 poziom. W piatym, ostatnim dniu testu, myszy PML-KO
uzyskaty srednio poziom 16 lub 20, podczas gdy wszystkie myszy CTRL-KO ukonczyty test.
Analiza, przeprowadzona testem ANOVA dwuczynnikowa z powtarzanymi pomiarami,
wykazala w testach post-hoc rdznice statystycznie istotne dla 3. (p=0.027, *),

4. (p = 0.000057, ***) oraz 5. (p = 0.0072, **) dnia testu.
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Rycina 35. Srednia dzienna liczba pokonanych pozioméw w tescie uczenia si¢ progresywnego (5 dni). Test
przedstawia $rednia liczbg¢ pokonanych pozioméw dla kazdej grupy przez 5 dni trwania testu. Grupa PML-KO
(n=9) oznaczona kolorem czerwonym, grupa kontrolna CTRL-KO (n = 8) oznaczona kolorem jasnoszarym.
Analizg statystyczna wykonano dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiardéw, gdzie
p = 0.0001(***). Przeprowadzono réwniez post-hoc test t-Studenta, ktory wykazat istotno$¢ statystyczna — w 3.

dniu testu p = 0.027 (*), 4. dniu testu, p = 0.000057 (***), i 5. dniu testu p = 0.0072 (**).

Analize aktywnos$ci myszy z delecja biatka PML podczas testu uczenia si¢
progresywnego oceniono na podstawie sumarycznej, niezakonczonej napiciem si¢ wody,
liczby puknig¢¢ nosem w kazdej dobie testu (Rycina 36). Aktywno$¢ w pierwszej dobie testu
zarowno dla grupy CTRL-KO jak i PML-KO utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie
1 wynosita okoto 500 przyblizen nosa do bramek prowadzacych do butelek z woda. Kolejno
w drugiej i trzeciej dobie testu aktywnos¢ myszy kontrolnych byla nieco wyzsza od myszy
doswiadczalnych 1 wyniosta odpowiednio 1000-1250 oraz okoto 800 puknie¢ nosem.
W czwartej dobie aktywno$¢ myszy kontrolnych i do$wiadczalnych utrzymywata si¢ na
jednakowym poziomie az do doby piatej, w ktérej aktywno$¢ myszy kontrolnych spadta do
250 pukni¢¢ nosem, a do$wiadczalnych wzrosta ponad dwukrotnie w stosunku do dnia
poprzedniego 1 wyniosta okolo 2000 puknig¢ nosem (réznica statystycznie istotna,

2 = 0.00067***),

Uzyskane wyniki aktywno$ci przedstawione w postaci S$redniej dziennej liczby
wszystkich pukni¢¢ nosem, czyli niekoniecznie zakonczonych napiciem si¢ wody, koreluja

z wynikami przedstawionymi na Rycinie 35. Aktywno$¢ myszy z grupy kontrolnej od 3. dnia
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testu, w ktorym to nauczyly si¢ wykonywania odpowiedniej liczby pukni¢e¢ nosem w celu
napicia si¢ wody zacze¢ta male¢. Przeciwny wynik uzyskaty zwierzat z delecja biatka PML,
u ktérych mogto doj§¢ do zaburzen w procesie uczenia si¢ progresywnego co zmusito je do
wykonywania co raz wigkszej liczby puknie¢ nosem w celu napicia si¢ wody. Pomimo
wykonywania przez myszy doswiadczalne w 5. dniu testu $rednio ponad 2000 przyblizen nosa
do bramek prowadzacych do butelek z woda zwierzgta nie pokonywaty kolejnych poziomow
testu. Brak skupienia na zadaniu oraz niewystarczajaca ciagtos¢ 1 chaotyczne wykonywania

puknie¢ nosem wskazuja na zaburzenie pamigci operacyjnej.
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Rycina 36. Aktywno$¢ myszy poddanych testowi uczenia si¢ progresywnego (5 dni). Myszy z grupy
doswiadczalnej PML-KO (n = 9) oznaczono kolorem czerwonym, a myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO (n = 8)
oznaczono kolorem szarym. Wyniki przedstawiono jako liczbg pukni¢é¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody
dla kazdej grupy. Czarne, pojedyncze punkty odpowiadaja poszczegdlnym osobnikom. Stupek biedu —
odchylenie standardowe w grupie. Analizg statystyczna wykonano dwuczynnikowa analiza wariancji (ANOVA)
dla powtarzanych pomiardéw, gdzie p = 0.002 (*). Przeprowadzono réwniez post-hoc test t-Studenta, ktory

wykazat istotno$¢ statystyczna w 5. dniu testu p = 0.00067 (*¥**).

4.3.3 Test Vogla

Ostatnim przeprowadzonym testem behawioralnym bylo test Vogla. Kazdego dnia
trwajacego 4 dni testu, mysz przy pierwszej probie napicia si¢ wody (z dowolnego rogu)
byta karana stymulacja w postaci podmuchu powietrza w nos (bodziec awersyjny). Nastgpnie

mogta swobodnie wroci¢ i napi¢ si¢ wody z ktoregokolwiek z rogéw. Test polegal na
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okresleniu, po jakim czasie od otrzymania bodzca awersyjnego mysz podejmie kolejna probe
napicia si¢. Czas powrotu do rogu z woda liczono jako: (A) $redni dzienny czas powrotu do
ktoregokolwiek z rogéw oraz (B) $redni czas powrotu do ktéregokolwiek z rogéow dla
wszystkich dni testu. Uzyskane wyniki wykazaly, Zze $redni dzienny czas powrotu do rogu
wynosit od 30 do 50 minut dla zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML i od 40 do
70 minut dla zwierzat kontrolnych, wykresie A (Rycina 37). Sredni czas powrotu do rogu dla
wszystkich czterech dni testu dla grupy PML-OE wyniost okoto 38 minut, a dla grupy
CTRL-OE okoto 50 minut, wykres B (Rycina 37). W obu przypadkach roéznice okazaty si¢ nie

by¢ istotne statystycznie.
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Rycina 37. Czas powrotu do rogu z wodg w teScie Vogla. (A) sredni dzienny czas powrotu do ktoéregokolwiek
rogu z woda. (B) $redni czas powrotu do ktoregokolwiek rogu dla wszystkich dni testu. Kolorem zielonym
oznaczono grup¢ PML-OE, a kolorem jasnoszarym grup¢ CTRL-OE. Stupek biedu — odchylenie standardowe
w grupie. Wykonana testem t - Studenta analiza statystyczna wynikow usrednionych po wszystkich dniach testu

behawioralnego nie wykazata roéznic istotnych statystycznie.

Dodatkowo w tescie Vogla przeprowadzono analizg aktywnos$ci zwierzat po otrzymaniu
stymulacji. Sprawdzono (A) srednia dzienna liczbg puknie¢ nosem zakonczonych napiciem sig
wody kazdego dnia w ciggu godziny po stymulacji i (B) $rednia liczbe puknig¢ nosem
zakonczonych napiciem si¢ wody dla wszystkich dni w ciagu godziny po stymulacji, a takze
(C) srednia dzienna liczbe puknig¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody kazdego dnia od
2. do 6. godziny po stymulacji i (D) $rednig liczbe pukni¢¢ nosem zakonczonych napiciem sig
wody dla wszystkich dni od 2. do 6. godziny po stymulacji (Rycina 38). Przedstawione
wyniki nie wykazaly réznic istotnych statystycznie migdzy grupa do$wiadczalng PML-OE
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a grupa kontrolng CTRL-OE. Pomimo tego, na wykresach A i B (Rycina 38) w ciagu godziny
po stymulacji zwierzgta z podwyzszonym poziomem biatka PML wykazywaty tendencje do
wigkszej aktywnoS$ci. Rdznice te z uptywem czasu wyrdéwnaty sig, co mozna zaobserwowaé na
wykresach C 1 D (Rycina 38), gdzie aktywno$¢ myszy z grupy doswiadczalnej jest zblizona do

aktywno$ci zwierzat z grupy kontrolne;.
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Rycina 38. Analiza aktywnosci w trakcie trwania testu Vogla. Wyniki aktywno$ci przedstawiono jako (A)
$rednia dzienna liczba puknigé nosem zakonczonych napiciem si¢ wody kazdego dnia w ciagu godziny po
stymulacji. (B) $rednia liczbg puknie¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody dla wszystkich dni w ciagu
godziny po stymulacji. (C) $rednia dzienna liczbe puknie¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody kazdego
dnia od 2. do 6. godziny po stymulacji. (D) $rednig liczbg puknig¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody dla
wszystkich dni od 2. do 6. godziny po stymulacji. Kolorem zielonym oznaczono grupe¢ doswiadczalng PML-OE,
a kolorem jasnoszarym grupg kontrolng CTRL-OE. Analizg statystyczna $rednich dziennych liczb puknig¢ nosem

wykonano testem t-Studenta, ktory nie wykazat roznic istotnych statystycznie.
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Wyniki uzyskane dla zwierzat z delecja biatkka PML, w trakcie trwajacego 3 dni testu
Vogla (dane z ostatniego dnia testu, z przyczyn niezaleznych od eksperymentatora, zostaly
utracone) wykazaly, ze myszom z grupy doswiadczalnej PML-KO $redni dzienny czas
powrotu do rogu po otrzymaniu bodzca zajmowat mniej niz 30 minut. W przypadku myszy
z grupy kontrolnej CTRL-KO $redni dzienny czas powrotu do rogu wydluzat si¢ kazdego
dnia. Pierwszego dnia testu wyniost okoto 12 minut, drugiego dnia testu okoto 30 minut,
a trzeciego dnia testu wyniost 50 minut, wykres A (Rycina 39). Sredni czas powrotu do rogu
dla wszystkich trzech dni testu wyniost okoto 15 minut dla zwierzat z grupy do$wiadczalnej,
aponad 30 minut dla zwierzat z grupy kontrolnej, wykres B (Rycina 39). Analiza
przeprowadzona z wykorzystaniem testu t-Studenta wykazala réznice statystycznie istotne

migdzy grupa PML-KO a CTRL-KO w trzecim dniu testu, p = 0.02 (*).
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Rycina 39. Czas powrotu do rogu z woda w teScie Vogla. (A) $redni dzienny czas powrotu do ktéregokolwiek
rogu z woda. (B) $redni czas powrotu do ktéregokolwiek rogu dla wszystkich dni testu. Kolorem czerwonym
oznaczono grupg PML-KO, a kolorem jasnoszarym grupg CTRL-KO. Analizg statystyczna wykonano testem
t-Studenta, w ktorym w 3. dniu p = 0.02(*).

Ostatnig przeprowadzona analiza bylo okreslenie aktywnosci zwierzat po otrzymaniu
stymulacji w postaci podmuchu powietrza w nos. Wyniki wykazaty, ze trzeciego dnia testu
w ciagu godziny po otrzymaniu bodZca myszy z grupy doswiadczalnej PML-KO S$rednio
wykonaty wigksza liczbe puknig¢ nosem niz myszy z grupy kontrolnej CTRL-KO, co
widoczne jest na wykresie A (Rycina 40). Analiz¢ wykonano testem t-Studenta, w ktorym
p=0.008 (**). Roznica statystycznie istotna widoczna byly rowniez dla $redniej liczby
puknie¢ nosem ze wszystkich dni w ciagu godziny po stymulacji, p = 0.007 (**), co widoczne

jest na wykresie B (Rycina 40). Podobnie jak w przypadku zwierzat z podwyzszonym
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poziomem biatka PML, z uptywem czasu zaréwno $rednia dzienna liczba puknig¢ nosem, jak
1 $rednia liczba puknie¢ nosem dla wszystkich dni miedzy grupami wyrdéwnaty sig, co widaé

na wykresach C i D (Rycina 40).

Uzyskane wyniki przedstawione na Rycinie 39 i 40 $wiadcza o tym, ze
w przeciwienstwie do zwierzat z grupy kontrolnej, ktére zareagowaly w oczekiwany sposob
1ich aktywno$¢ byta mniejsza, myszy z delecja biatkka PML wykazaty nizszy prog lgkowy,
ktéry z duzym prawdopodobienstwem byt efektem zaburzen w formowaniu pamigei, w tym

wypadku pamigci warunkowanej strachem (bodzcem awersyjnym).
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Rycina 40. Analiza aktywnos$ci w trakcie trwania testu Vogla. Wyniki aktywnosci przedstawiono jako (A)
$rednia dzienna liczba pukni¢¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody kazdego dnia w ciagu godziny po
stymulacji. (B) $rednia liczbg puknig¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody dla wszystkich dni w ciagu
godziny po stymulacji. (C) $rednia dzienna liczbg puknig¢¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody kazdego
dnia od 2. do 6. godziny po stymulacji. (D) s$rednig liczbg puknig¢ nosem zakonczonych napiciem si¢ wody dla
wszystkich dni od 2. do 6. godziny po stymulacji. Kolorem czerwonym oznaczono grupg doswiadczalng
PML-KO, a kolorem jasnoszarym grupg kontrolna CTRL-KO. Analiz¢ statystyczng wykonano testem
t - Studenta, ktory w 3. dniu testu sprawdzajacym liczbg puknig¢ nosem w ciagu godziny po stymulacji wykazat
p = 0.008 (**), a w przypadku $redniej dziennej liczbie puknig¢ nosem w ciagu godziny po stymulacji wykazat
p=0.007 (**).
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4.4 Analiza zmian morfologii jadra komodrkowego neuronéow hipokampalnych

u zwierzat z modyfikacja poziomu bialka PML

W celu analizy zmian morfologii jadra komodrkowego, po zakonczeniu testow
behawioralnych zard6wno myszy z podwyzszonym poziomem, jak i myszy z delecja biatka
PML poddano procedurze perfuzji oraz izolacji i cigciu mozgoéw na skrawki. W kolejnym
etapie na wybranych skrawkach moézgu zawierajacych hipokamp przeprowadzono szereg
barwien immunofluorescencyjnych (opis procedury w podsekcji 3.6.4) umozliwiajacych oceng
zachodzacych zmian. Do wigkszos$ci barwien wykorzystywano: (1) przeciwciato skierowane
przeciwko biatlku PML, ktére na wszystkich omawianych zdjgciach mikroskopowych
uwidocznione jest w kolorze czerwonym; w zalezno$ci od barwienia wykorzystywano: (2)
przeciwciala  skierowane przeciwko partnerom biatkowym PML, modyfikacjom
potranslacyjnym bialek histonowych lub biatku bgdacemu sktadnikiem spliceosomu,
uwidocznione w kolorze zielonym oraz (3) fluorescencyjny barwnik DNA Hoechst, ktory
uwidoczniono w kolorze niebieskim. Ponadto w trakcie wszystkich barwien
immunofluorescencyjnych wykorzystano przeciwciato skierowane przeciwko biatku NeuN
bgdacym neuronalnym biatkiem jadrowym wykorzystywanym jako znacznik neuronow
postmitotycznych (nie przedstawiono na omawianych obrazach mikroskopowych). Liste

wykorzystanych przeciwciatl oraz ich rozcienczenia przedstawiono w Tabeli 13.

4.4.1 Wplyw modyfikacji poziomu bialka PML na bialka DAXX oraz ATRX.

W pierwszej kolejnosci ocenie poddano wplyw podwyzszonego poziomu badz delecji
biatka PML na waznych partnerow biatkowych PML, begdacych statymi komponentami ciatek
jadrowych PML — biatlko DAXX oraz biatko ATRX. Ponizej przedstawiono zdjgcia jader
komorkowych neuronow zakretu zebatego, wybarwionych przeciwcialem skierowanym
przeciwko biatku DAXX, uzyskane w wyniku barwienia skrawkéw moézgu zwierzat

z podwyzszonym poziomem biatka PML (Rycina 41) oraz delecja biatka PML (Rycina 42).
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CTRL-OE

PML-OE

PML DAXX PML DAXX

Rycina 41. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilosci bialka DAXX u zwierzat z podwyzszonym
poziomem biatka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondw zakretu
zgbatego myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjgcia A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjgcia D-F).
Biatko PML i mCherry — kolor czerwony, biatko DAXX — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor
niebieski. Strzatki wskazuja skupiska biatka DAXX. Znacznik skali to 5 pm.

Analizujac uzyskane wyniki, w pierwszej kolejnosci na uwage zastuguje fakt, ze
w jadrach komoérkowych zwierzat doswiadczalnych wida¢ wyraznie wigksza ilos¢ biatka PML
tworzacego silnie wybarwiony obszar w przestrzeni interchromatynowej. Nalezy réwniez
zauwazy¢, ze w przypadku kontrolnego wektora wirusowego widoczny jest niespecyficzny,
rozproszony sygnal pochodzacy od znacznika mCherry wystgpujacy w okolicy jadra
komorkowego 1 jego wnetrzu (widoczne na zdjeciu A, Rycina 41), co nie przeszkadza jednak
w odréznieniu go od sygnatu pochodzacego z cialek jadrowych PML. Kontrolne jadra
komoérkowe (zarowno zainfekowane, jak i1 niezainfekowane) widoczne na zdjeciu A, B 1 C
(Rycina 41) w porownaniu do jader komorkowych z podwyzszonym poziomem biatka PML
widocznych na zdjeciu D, E i F (Rycina 41) znacznie réznia si¢ wzgledna iloscia biatka
DAXX. Co wigcej, w jadrach komdrkowych z podwyzszonym poziomem biatka PML, PML
czesciowo wspotwystepuje z biatkiem DAXX, co mozna zaobserwowac na zdjeciach E i F
(Rycina 41), gdzie kolor czerwony oraz zielony miejscami si¢ pokrywaja, dajac kolor

pomaranczowy.
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CTRL-KO
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PML DNA DAXX PML DAXX DNA
Rycina 42. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci bialka DAXX u zwierzat z delecja biatka PML.

Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neuronéw zakregtu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjecia A—C) oraz doswiadczalnej PML-KO (zdjecia D-F). Biatkko PML — kolor
czerwony, biatko DAXX (przyktadowo oznaczone strzatkami na zdjeciu B i E) — kolor zielony, DNA (barwnik

Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 pm.

Na zdjgciach D-F (Rycina 42) pochodzacych od zwierzgcia z delecja biatka PML
w porownaniu do zdjg¢ A—C (Rycina 42) pochodzacych od zwierzat kontrolnych, wida¢
znaczny spadek liczby, a niektorych komodrkach catkowity brak cialek jadrowych PML.
Réznica ta najlepiej widoczna jest poroéwnujac zdjecia A oraz D. Zestawiajac zdjecia B i E,
pokazujace lokalizacj¢ biatka DAXX 1 jego wspotwystepowanie z biatkiem PML, widoczny
jest rowniez spadek wzglednej ilosci biatka DAXX w jadrach komoérkowych pozbawionych
biatka PML. Na przedstawionych obrazach, w szczegdlnosci na zdjgciach B 1 C oraz E i F,
dostrzec mozna niespecyficzny zielony sygnal. Taki obraz zaobserwowano na wszystkich
skrawkach mézgu pochodzacych od zwierzat z delecja biatka PML. Efekt ten spowodowany
jest konstytutywna ekspresja fluorescencyjnego biatka fuzyjnego Cas9-GFP obecnego
w genomie zwierzat transgenicznych linii Rosa26-Lox-STOP-Lox-Cas9-GFP, na ktorych
prowadzono doswiadczenia. W przypadku omawianego barwienia (Rycina 42) niespecyficzny
zielony sygnat mozna z tatwoscia odrozni¢ od barwienia przeciwciatem skierowanym
przeciwko bialku DAXX uwidocznionym réwniez w zielonym kolorze ze wzgledu na
skupiskowa lokalizacj¢ DAXX (strzatki na zdjeciu B i E). Niestety, nie we wszystkich
przeprowadzonych barwieniach odréznienie to bylo mozliwe. Wykonana dodatkowo

procedura odzyskiwania antygenowos$ci nie doprowadzita do relatywnego ostabienia
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fluorescencji pochodzacej od GFP (a takze mCherry obecnego w sekwencjach
,doprowadzajacych” gRNA) i wzmocnienia sygnatu specyficznego dla DAXX. Dodatkowe
barwienia kontrolne wykonane jedynie przeciwcialami Il-rzgdowymi (nie pokazane na

zdjeciach) nie sugerowaly niespecyficznego sygnatu pochodzacego od tych przeciwciat.

Kolejne obrazy mikroskopowe przedstawiaja jadra komorkowe neurondéw zakretu
zgbatego wybarwione przeciwcialem skierowanym przeciwko biatku ATRX, uzyskane
w wyniku barwienia skrawkéw mozgu zwierzat z podwyzszonym poziomem (Rycina 43) badz

delecja biatka PML (Rycina 44).
. I
o ATRX

Rycina 43. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci bialka ATRX u zwierzat z podwyzszonym

CTRL-OE

PML-OE

PML ATRX DNA

poziomem bialka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondéw zakretu
zgbatego myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjgcia A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjgcia D-F).
Bialko PML i mCherry — kolor czerwony, biatkko DAXX — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor
niebieski. Strzatki wskazuja skupiska biatka DAXX. Znacznik skali to 5 pm.

Tak jak wspomniano we wczesniejszym rozdziale (4.1.2.2) 1 przedstawiono na Rycinie
18, podwyzszony poziom biatkka PML moze wywotywa¢ dwojaki efekt prowadzacy do
powstania wigkszej liczby niezaleznych, bardziej regularnych oraz znacznie wigkszych ciatek
jadrowych PML (Rycina 43, zdjecia D i F) lub prowadzacy do powstania jednego, bardzo
duzego ciala PML powstalego z polaczenia si¢ mniejszych ciatek jadrowych PML
1 obejmujacego cala przestrzen interchromatynowa w jadrze komorkowych (widoczne na

Rycinie 41, zdjecia D 1 F) Analiza powyzszych zdje¢ mikroskopowych pokazuje, ze
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podwyzszony poziom biatka PML nie wplywa na zmiang lokalizacji oraz wzgledna ilos¢
biatka ATRX. Zarowno u myszy kontrolnych, jak 1 wykazujacych podwyzszony poziom PML,
bialko ATRX jest zlokalizowane w obszarze silnie skondensowanej chromatyny tworzacej
chromocentra i nie wspotwystepuje z biatkiem PML. Co ciekawe, neurony zainfekowane
kontrolnym wektorem wirusowym wykazuja w jadrze komérkowym znacznie mniej biatka
ATRX w pordéwnaniu do jader z nimi sasiadujacych, ktére nie zostaly skutecznie

zainfekowane, co wida¢ porownujac zdjgcie A ze zdjgciem B (Rycina 43).

CTRL-KO

PML-KO

ATRX ATRX DNA
Rycina 44. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilosci bialka ATRX u zwierzat z delecja biatka PML.

Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komoérkowe neurondéw zakrgtu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjgcia A 1 B) oraz doswiadczalnej PML-KO (zdjgcia C i D). Biatko ATRX — kolor
zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 pm.

W przypadku barwien skrawkéw pochodzacych od zwierzat z delecja biatka PML
(zdjecia A i B, Rycina 44) nie zauwazono réznic w ilodci i organizacji przestrzennej biatka
ATRX migdzy jadrami komoérkowymi PML-KO a CTRL-KO. Co ciekawe, organizacja
przestrzenna ATRX w kontrolach CTRL-OE i CTRL-KO wyglada odmiennie (Rycina 43
versus Rycina 44): skupiska ATRX w CTRL-KO sa bardziej liczne i mniejsze niz w CTRL-
OE. Roéznica ta moze wynika¢ z odmiennych przeciwciat zastosowanych do barwienia biatka

ATRX.
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4.4.2 Wplyw modyfikacji poziomu bialka PML na potranslacyjne modyfikacje bialek

histonowych

Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ potranslacyjnych modyfikacji biatek histonowych
wchodzacych w sktad chromatyny aktywnej transkrypcyjnie (euchromatyny) oraz chromatyny
nieaktywnej transkrypcyjnie (heterochromatyny). Barwienia te mialy na celu okre$lenie, czy
wprowadzone modyfikacje ekspresji biatka PML maja wplyw na przebudowe chromatyny,

a tym samym posrednio na proces transkrypcji.

Analizg rozpoczeto od skrawkoéw mozgu barwionych przeciwcialem rozpoznajacym
znacznik euchromatyny, acetylacje lizyny 9 histonu H3 (H3K9ac). Ponizej przedstawiono
zdjecia jader komorkowych neurondéw zakrgtu zgbatego, wybarwionych przeciwcialem
skierowanym przeciwko modyfikacji H3K9ac, uzyskane w wyniku barwienia skrawkow
moézgu zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML (Rycina 45) oraz zwierzat z delecja

biatka PML (Rycina 46).

CTRL-OE

PML-OE

PML H3K9ac " " PML H3K9ac DNA

Rycina 45. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci H3K9ac u zwierzat z podwyzszonym poziomem

bialka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neuronow zakretu zgbatego
myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjgcia A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjecia D-E). Biatko PML
i mCherry — kolor czerwony, modyfikacja H3K9ac — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski.

Znacznik skali to 5 um.
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Analiza zdj¢¢ mikroskopowych wskazuje, ze w przypadku podwyzszonego poziomu
biatko PML wypetnia znaczna cze$¢ jadra komorkowego, co widoczne jest na zdjeciu D 1 F
(Rycina 45) 1 w tym wypadku nie tworzy wyraznych niezaleznych skupisk. PML
zlokalizowany jest wokot centralnych obszaréw jadra, a euchromatyna jest spychana na
peryferie jadra komorkowego (co dobrze widoczne byto rowniez na skanie jader w osi Z). Ze
wzgledu na wypetnienie przestrzeni jadra komorkowego biatkiem PML, w jadrach
komorkowych PML-OE euchromatyna zdaje si¢ by¢ bardziej upakowana (przez co moze
potencjalnie by¢ gorzej dostgpna dla czynnikow transkrypcyjnych niz w przypadku
CTRL-OE).

A

CTRL-KO

PML-KO

PML DNA H3K9ac PML H3K9ac DNA

Rycina 46. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilosci H3K9ac u zwierzat z delecja bialka PML. Obraz
z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondéw zakrgtu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjecia A—C) oraz doswiadczalnej PML-KO (zdjgecia D-F). Biatko PML — kolor
czerwony, biatko H3K9ac — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 pm.

Na podstawie zdje¢ pochodzacych od zwierzecia z delecja biatka PML zdjecia D-F
(Rycina 46) oraz zwierzecia kontrolnego zdjgcia A—C (Rycina 45) nie stwierdzono istotnych
roznic w wzglednej ilosci badz organizacji przestrzennej euchromatyny (H3K9ac). Ocena ta
jest problematyczna ze wzgledu na niespecyficzny sygnat pochodzacy od biatka fuzyjnego
Cas9-GFP.
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CTRL-OE

PML-OE

PML H3K9me2 PML H3K9me2 DNA
Rycina 47. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci H3K9me2 u zwierzat z podwyzszonym
poziomem bialka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neuronow
zakretu zgbatego myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjecia A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjgcia D—
E). Biatko PML i mCherry — kolor czerwony, modyfikacja H3K9me2 — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) —

kolor niebieski. Znacznik skali to 5 um.

Nastepnie analizie poddano skrawki moézgu barwione przeciwcialem rozpoznajacym
znacznik heterochromatyny fakultatywnej, dimetylacje lizyny 9 histonu H3 (H3K9me?2).
Powyzej przedstawiono zdjgcia jader komoérkowych zakrgtu zgbatego uzyskane w wyniku
barwienia skrawkow mozgu z podwyzszonym poziomem i delecja biatka PML (Rycina 47).
Zdjecia D 1 F (Rycina 46) pochodzace od zwierzat z grupy do$wiadczalnej PML-OE
przedstawiaja jadra komorkowe, ktore sa w wigkszosci zainfekowane przez wektor wirusowy
1w duzej mierze wypelnione przez biatko PML. W tym wypadku ulegajace ,,nadekspresji”
biatko PML zdaje si¢ spycha¢ wyznakowana chromatyng na obrzeza jadra powodujac jej
silniejsze upakowanie w ograniczonej przestrzeni. W jadrach komoérkowych z podwyzszonym
poziomem biatka PML jest jej istotnie mniej, co widoczne jest na zdjeciu E (Rycina 47),
zar6wno w poréwnaniu do jader kontrolnych widocznych na zdjeciach B 1 C (Rycina 47), jak

1 sasiadujacych z nimi jader, ktore nie zostaty zainfekowane przez wektor wirusowy.
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CTRL-KO

PML-KO

W

H3K9me2 H3K9me2 DNA

Rycina 48. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci H3K9me2 u zwierzat z delecja bialka PML.

Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neuronéw zakretu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjgcia A i B) oraz doswiadczalnej CTRL-KO (zdjecia C i D). Modyfikacja H3K9me2 —
kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 um.

To samo barwienie wykonano na skrawkach moézgu pochodzacych od zwierzat z delecja
biatka PML (Rycina 48). Nie stwierdzono wplywu delecji PML na organizacj¢ przestrzenna

heterochromatyny fakultatywne;.

Kolejno wykonano barwienia skrawkéw moézgu z uzyciem przeciwciala rozpoznajacego
znacznik heterochromatyny konstytutywnej, trimetylowanej lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3).
Ponizej przedstawiono wyniki barwien jader komorkowych neurondw zakrgtu zgbatego
uzyskane od zwierzat z podwyzszonym poziomem (Rycina 49) badz delecja biatka PML
(Rycina 50).
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CTRL-OE

PML-OE

PML H3K9me3 DNA

Rycina 49. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilosci H3K9me3 u zwierzat z podwyzszonym
poziomem biatka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondéw zakretu
zgbatego myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjecie A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjecia D-E).
Biatko PML i mCherry — kolor czerwony, modyfikacja H3K9me3 (przyktadowo oznaczone strzatkami na zdjgciu
B) — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 pm.

CTRL-KO

PML-KO

13 DNA

PML DNA PML

Rycina 50. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilosci H3K9me3 u zwierzat z delecja bialka PML.
Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondéw zakrgtu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjgecia A—C) oraz doswiadczalnej PML-KO (zdjecia D-E). Biatko PML — kolor
czerwony, modyfikacja H3K9me3 — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to
5 pm.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze podwyzszonym poziom biatka PML moze wptywa¢ na
zwigkszenie wzglednej ilosci heterochromatyny konstytutywnej. Mozna zauwazy¢ to na
zdjeciu E (Rycina 49), gdzie w jadrach komorkowych modyfikacji H3K9me3 uwidocznione;j
w kolorze zielonym jest wigcej niz w jadrach komorek zainfekowanych kontrolnym wektorem

wirusowym, widocznych na zdjeciu B (Rycina 49).

To samo barwienie wykonane na skrawkach mozgu uzyskanych od zwierzat z delecja
biatka PML wskazuje, ze brak biatka PML nie wplywa na zmiany wzglednej iloSci
1 lokalizacji modyfikacji H3K9me3 w jadrach komoérkowych neuronéw zakretu zgbatego

(Rycina 50).

4.4.3 Wplyw modyfikacji poziomu bialka PML na bialko spliceosomu, SRm300

Ostatnim przeprowadzonym barwieniem immunofluorescencyjnym bylo barwienie
z wykorzystaniem przeciwciala przeciwko biatku SRm300. Biatko SRm300 jest jednym
z biatek wchodzacych w skiad spliceosomu — kompleksu biatek i RNA bioracego udziat
w wycinaniu intronéw z pre-mRNA w procesie redagowania mRNA. Bialko to jest jednym ze
znacznikow cetek  jadrowych — ciat jadrowych zlokalizowanych w przestrzeni
interchromatynowej zaangazowanych w metabolizm 1 dojrzewanie RNA oraz regulacje
transkrypcji gendéw. Skrawki moézgu pochodzace od zwierzat z podwyzszonym poziomem

biatka PML sg przedstawione na Rycinie 51, a z delecja biatka PML na Rycinie 52.
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CTRL-OE

PML-OE

PML SRm300 PML SRm300 DNA

Rycina S1. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej iloSci bialkka SRm300 u zwierzat z podwyzszonym
poziomem biatka PML. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neurondéw zakretu
zgbatego myszy z grupy kontrolnej CTRL-OE (zdjecia A—C) oraz doswiadczalnej PML-OE (zdjecia D-E).
Biatko PML i m Cherry — kolor czerwony, biatko SRm300 — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor

niebieski. Strzatkami zaznaczono skupiska biatka SRm300. Znacznik skali to 5 um.

W jadrach komorkowych zwierzat kontrolnych pokazanych na zdjeciach B 1 C
(Rycina 51) widocznych jest kilka cgtek jadrowych zlokalizowanych centralnie w jadrach
komodrkowych. Natomiast u zwierzat z podwyzszonym poziomem biatka PML pokazanych na
zdjeciach E 1 F (Rycina 51) cgtki umieszczone sa pomigdzy strukturami utworzonymi przez
biatko PML i chromatyng. Co ciekawe, barwienie bialkka SRm300 wystepuje rowniez na
terenie anormalnych cialek PML, jednakze z duzo mniejsza intensywno$cia. Moze to by¢

efektem niespecyficznego sygnatu, nie pochodzacego jednak z przeciwciala drugorzedowego.
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CTRL-KO

PML-KO

-
PML DNA SRm300 PML SRm300 DNA

Rycina 52. Analiza zmian lokalizacji oraz wzglednej ilo$ci bialka SRm300 u zwierzat z delecja bialka PML.
Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy jadra komorkowe neuronéw zakretu zgbatego myszy z grupy
kontrolnej CTRL-KO (zdjgecia A—C) oraz do$wiadczalnej PML-KO (zdjecia D-E). Biatko PML — kolor
czerwony, biatko SRm300 — kolor zielony, DNA (barwnik Hoechst) — kolor niebieski. Znacznik skali to 5 um.

W przypadku barwien skrawkéw mozgu pochodzacych od zwierzat z delecja biatka
PML uzyskane wyniki nie wykazaty zmian wzglednej ilosci 1 lokalizacjg biatka SRm300
w jadrze komorkowym w pordwnaniu do kontrolnych jader komoérkowych (Rycina 52).
Widoczna zielona fluorescencja spowodowana jest konstytutywna ekspresja fluorescencyjnego
biatka fuzyjnego Cas9-GFP obecnego w genomie zwierzat transgenicznych linii Rosa26-Lox-

STOP-Lox-Cas9-GFP.
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5 Dyskusja

Aktualne rozumienie roli biatka PML i ciatek jadrowych PML w ukladzie nerwowym
jest oparte na zaledwie kilku publikacjach. Z dotychczasowych badan wynika, ze biatko PML
petni wazna rolg¢ w rozwoju ukladu nerwowego miodych myszy, kontrolujac proliferacje
komorek progenitorowych (Regad i in., 2009). Inne doniesienia wskazuja na rolg biatka PML
w procesach uczenia sig, w tym rowniez w formowaniu si¢ pamigci przestrzennej, co
sprawdzono u dorostych myszy konstytutywnie pozbawionych biatka PML (Butler 1 in.,
2013). Wiadomo réwniez, ze PML jest poSrednio zaangazowany w regulacj¢ cyklu
dobowego w jadrze nadskrzyzowaniowym moézgu, gdzie jego obecno$¢ jest niezbedna dla
prawidlowej lokalizacji jadrowej biatka Per2 (Miki i in., 2012). Z pracy Hall i in. (2016)
wynika, ze jedna ze struktur, w ktérych poziom ekspresji PML utrzymuje si¢ na stosunkowo
wysokim poziomie jest hipokamp. Z tego powodu oraz ze wzgledu na nieliczne doniesienia
dotyczace funkcji biatka PML 1 ciatek jadrowych PML w dojrzalym ukladzie nerwowym,
w niniejszej pracy podjeto probg wyjasnienia ich roli w neuronach hipokampa dorostych
myszy. Aby uzyska¢ zamierzony cel, wytworzono dwa modele zwierzat transgenicznych,
z ktorych jeden opierat si¢ na podwyzszonym poziomie, a drugi na usunigciu biatka PML
w hipokampie. W przypadku obu modeli modyfikacje ,,uruchamiano” u dorostych zwierzat,
nie ingerujac w prawidtowy rozwdj ukladu nerwowego. Spodziewano si¢, ze zaburzenie
dzialania PML doprowadzi do zmian na poziomie behawioralnym wynikajacych ze zmiany
ekspresji genéw, w ktéra PML moze by¢ posrednio zaangazowany. Aby zaproponowaé
mechanizmy molekularne zwigzane 2z odmiennymi wzorcami ekspresji  gendw,
przeanalizowano ultrastrukture ~ jader komoérkowych neuronow hipokampa
1 wspotwystgpowanie z PML jego kanonicznych partneréw biatkowych. W ponizszej dyskusji

poddano ocenie i rozwazaniom kazdy z etapéw przedstawiony w wynikach rozprawy.

5.1 Czynniki wplywajace na skuteczno$¢ procesu transgenezy

W niniejszej rozprawie metoda wyjSciowa majaca na celu otrzymanie linii myszy
transgenicznych z indukowang ,,nadekspresja” biatka PML w hipokampie byta mikroiniekcja
DNA kodujacego dodatkowa kopi¢ genu Pml do przedjadrza zaptodnionej komorki jajowej. W
trakcie trwajacych kilka miesiecy doswiadczen uzyskano 4 osobniki, ktore w swoim genomie
posiadaly wprowadzony gen, a 3 z nich przekazaly go kolejnemu pokoleniu myszy. Powodem,
dla ktorego jeden z osobnikdw zatozycielskich nie przekazal dalej egzogennej sekwencji

PML, mogt by¢ czas integracji genu do genomu myszy. Pomimo mikroiniekcji DNA do
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przedjadrza, czyli przed pierwszym podziatem komoérkowym, istnieje mozliwos¢, ze
wprowadzona sekwencje mogta wbudowac¢ si¢ do genomu na pozniejszym etapie podziatu
komorkowego. W takim przypadku dochodzi do powstania osobnika chimerycznego,
u ktorego wprowadzony gen nie jest obecny we wszystkich komorkach ciata, w zwiazku
z czym moze by¢ nieobecny w komodrkach rozrodczych. Tego typu zjawisko jest czesto
obserwowane podczas transgenezy 1 moze ttumaczy¢ nieprzekazanie wprowadzonej zmiany

kolejnemu pokoleniu myszy (Behringer 1 in., 2013; Pinkert, 2014).

Innym wytlumaczeniem jest wykorzystana do wytworzenia modelu z podwyzszonym
poziomem biatka PML transgeneza losowa. Brak mozliwos$ci kontrolowania miejsca integracji
w tej metodzie moze generowac osobniki bezptodne. Wobec tego istnieje mozliwos¢ braku
migdzypokoleniowej transmisji zmiany genetycznej. Ostatecznie istnieje rowniez ryzyko
otrzymania nieprawidlowych wynikow genotypowania, spowodowanych kontaminacja probki
w trakcie przycinania koncowki ogona potrzebnego do izolacji DNA lub w trakcie reakcji
PCR (pomimo kontroli negatywnej). Jest to jednak mato prawdopodobne, poniewaz kazde
zwierzg transgeniczne ponownie genotypowano, a w przypadku watpliwosci czynno$¢ te

przeprowadzano trzeci raz na materiale ze §wiezo pobranej tkanki.

W trakcie doswiadczeh prowadzacych do uzyskania zwierzat z podwyzszonym
poziomem biatka PML w mozgu korzystano z réznych rozcienczen liniowego fragmentu
egzogennej sekwencji DNA. Wydajno$¢ 1 czas, w ktérym dojdzie do uzyskania osobnikow
transgenicznych, $cisle koreluje ze stgzeniem czasteczek DNA dostarczanych do przedjadrza
jednokomorkowego zarodka. Wyzsze stgzenia DNA moga pomoc w szybszym osiagnigciu
zamierzonego celu. Z tego powodu doswiadczenia rozpoczeto od wstrzykiwania DNA
o wyzszym stezeniu, co skutkowalo jednak zwigkszeniem lepko$ci zawiesiny (powodujac
zatykanie mikrokapilary), czgstszym obumieraniem zarodkdéw, a myszy urodzone z tych
doswiadczen nie posiadaty w swoim genomie wprowadzonego genu. Nizsze stgzenia DNA
zapobiegaty obumieraniu zarodkow i doprowadzity do otrzymania zwierzat transgenicznych,
cho¢ — ze wzgledu na niewielka ilo§¢ DNA — w diuzszej doswiadczalnej perspektywie
czasowej. Takie postgpowanie jest standardowa optymalizacja w procedurze mikroiniekcji do

przedjadrzy (Behringer 1 in., 2013; Pinkert, 2014).

Nalezy rowniez wspomnie¢, ze metoda mikroiniekcji do przedjadrzy jest metoda mato
wydajna. Z reguty okolo 70% wyizolowanych zarodkéw speilnia warunki umozliwiajace
poddanie ich mikromanipulacjom. Skfada si¢ na to widocznos$¢ przedjadrzy, a takze ogodlna

kondycja i prawidlowy obraz mikroskopowy zarodka. Przezywalnos$¢ zarodkow poddanych
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mikroiniekcji wynosi okoto 60%, a wydajnos¢ implantacji w drogach rodnych matek
zastgpczych okoto 30% (Gordon, 1997). Finalnie, wedlug statystyk doswiadczen
przeprowadzanych w Pracowni Modeli Zwierzgcych Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN,
liczba zwierzat transgenicznych wsrdd wszystkich urodzonych sigga okoto 2-5%. Biorac pod
uwage czas poswigcony na nauke¢ samodzielnego wykonywania wszystkich procedur
potrzebnych do otrzymania myszy zmodyfikowanych genetycznie, liczba zwierzat
transgenicznych uzyskana podczas realizacji niniejszego projektu doktorskiego nie odbiegata

od liczby zwierzat oczekiwanej na podstawie skutecznosci tej procedury.

5.2 Czynniki wplywajace na analiz¢ poziomu bialka PML w uzyskanym modelu myszy

transgenicznych

Ze wzgledu na losowa integracje egzogennego genu PML do genomu, kazdego
z otrzymanych osobnikéw transgenicznych krzyzowano niezaleznie. W przypadku
transgenezy losowej kazdy z zatozycieli i jego potomstwo sa unikatowe pod wzgledem liczby
kopii, poziomu ekspresji i lokalizacji w genomie. Zatem wielu zalozycieli moze posiadac

rézny poziom zmian w genomie (Lanigan 1 in., 2020).

System Cre/loxP, wykorzystany do wytworzenia zwierzat transgenicznych, sprawdzono
wczesniej in vivo metoda Western blot przy uzyciu plazmidu kontrolnego zawierajacego
biatko fluorescencyjne EYFP. Wyniki te potwierdzily skutecznos¢ systemu Cre/loxP. Decyzje
dotyczaca pracy z plazmidem kontrolnym podjgto ze wzgledu na problemy z uzyskaniem
specyficznosci przeciwciala przeciwko biatku PML. Zaréwno plazmid zawierajacy sekwencjg
PML, jak i plazmid zawierajacy sekwencj¢ biatka EYFP klonowano w ten sam sposéb,
a wyniki uzyskanego sekwencjonowania potwierdzity 100% poprawno$¢ nukleotydowa obu
wektorow plazmidowych. Nie bylo zatem podstaw, aby sadzi¢, Zze plazmid zawierajacy

sekwencj¢ PML jest niefunkcjonalny.

W dalszej cze$ci wynikow opisano barwienie metoda DAB. Miatlo ono na celu
sprawdzenie 1 potwierdzenie dzialania indukowalnego modelu myszy podwdjnie
transgenicznych. Skutecznos$¢ detekcji biatka PML metoda DAB w mézgu dojrzatych zwierzat
potwierdzita praca Hall i in. (2016). Z tego powodu w niniejszej rozprawie zdecydowano
[ CaMKlia-Cre-ERT2

o detekcji biatkka PML u zwierzat podwojnie transgenicznych DIO-EF1o-PM

korzystajac z przeciwciala i protokotu przedstawionego w tejze pracy.

Pomimo otrzymania modelu myszy podwojnie transgenicznej, uzyskanie

podwyzszonego poziomu biatka PML w modzgu nie powiodlo si¢. Gtéwnym powodem jest
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fakt, ze skutecznos$¢ dziatania wprowadzonej sekwencji egzogennej zaleze¢ moze od miejsca
jej lokalizacji w genomie. Oznacza to, ze integracja genu moze nastapi¢ w rejonie lub rejonach
genomowych mniej aktywnych transkrypcyjnie, gdzie ekspresja jest na bardzo niskim
poziomie lub rejonach genomu o niskiej dostgpnosci dla rekombinazy Cre. Ponadto integracja
losowa bywa niestabilna w czasie, co prowadzi do zmian ekspresji z pokolenia na pokolenie
oraz zmian w liczbie kopii genu (Lanigan 1 in., 2020). Zwazajac na konieczno$¢
wyprowadzenia linii transgenicznej do pokolenia F5/F6, taki scenariusz byt prawdopodobny.
Wyniki genotypowania jednak nie wskazywaly na utrat¢ egzogennej sekwencji. Z powodu
wyzej wymienionych utrudnien, a takze z powodu braku widocznego efektu, zrezygnowano z
pracy na zwierzetach podwojnie transgenicznych i rozpoczgto prace nad kolejnym modelem

umozliwiajacym otrzymanie podwyzszonego poziomu biatka PML w hipokampie.

5.3 Wektory AAV jako skuteczne narzedzie uzyskania myszy z podwyzZszonym

poziomem bialka PML w neuronach hipokampa

Gotowe narzedzie jakim jest transgeniczna linia myszy DIO-EF1a-PML wykorzystano
jako element nowego modelu indukcji podwyzszonego poziomu biatka PML w hipokampie.
W nowym modelu sekwencja CaMKlIla-Cre uruchamiajaca ,nadekspresje” biatka PML
dostarczana byla w formie wektora wirusowego podawanego bezposrednio do hipokampa

myszy transgenicznych DIO-EF1a-PML.

Wektory wirusowe sa skutecznym narzedziem pozwalajacym na dostarczanie
interesujacej nas sekwencji do moézgu zwierzat w tatwy 1 szybki sposob. Najczesciej
uzywanymi wektorami wirusowymi sa retrowirusy (ang. retroviruses), lentiwirusy (ang.
lentiviruses) oraz wirusy zwiazane z adenowirusami (AAV). Te ostatnie, wykorzystane
Ww niniejszej rozprawie, sa matymi jednoniciowymi wirusami DNA, ktére zawieraja dwie
otwarte ramki odczytu Rep i Cap, otoczone dwoma odwroéconymi powtorzeniami koncowymi
(ITR). Sekwencje ITR, pomigdzy ktérymi znajduje si¢ sekwencja interesujacego nas genu
wraz z promotorem, pomagaja w tworzeniu wirusowych konkatamerow w jadrze komorki
gospodarza. W komorkach niedzielacych si¢ konkatamery te pozostaja nienaruszone przez
cate zycie komoérki gospodarza (Daya & Berns, 2008). Wektory AAV oprocz sekwencji Rep
iCap do replikacji wymagaja plazmidu pomocniczego zawierajacego geny adenowirusa.
Zaletami pracy z wektorami AAV sa: niska immunogenno$¢ i1 patogenno$¢ oraz, jak

wspomniano wczesniej, zapewnienie dtugotrwatej ekspresji w komorkach niedzielacych sig
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(AAV infekuja rowniez komorki dzielace sig) (Kotin i in., 1990). Wektory wirusowe

wyrdzniaja si¢ rowniez mozliwoscia efektywnej pracy zaréwno in vitro, jak 1 in vivo.

Pomimo obecnosci NLS w sekwencji biatkka PML uzyskany model myszy
transgenicznych  charakteryzowal si¢ cytoplazmatyczna lokalizacja biatkka PML.
Hipotetycznym wytlumaczeniem tego nieoczekiwanego rezultatu moze by¢ fakt, ze PML
tworzy struktury wyzszego rzedu, dimery, tetramery, oraz multimery (Li i in., 2019; P. Wang
iin., 2018). Uzyskana ,nadekspresja” mogta doprowadzi¢ do powstania w cytoplazmie
agregatow biatka PML, ktére ze wzgledu na swoje rozmiary, a takze na prawdopodobienstwo
zastonigcia sekwencji NLS, uniemozliwity transport biatka do jadra. W otrzymanym modelu
niemozliwa jest regulacja ilosci powstajacego biatka. Uzyskany wynik jest bardzo ciekawy
(oligomeryzacja PML czgsto bywa zwiazana z immortalizacja komoérek nowotworowych (Li
1in., 2019)), jednak ze wzgledu na kierunek badan niniejszego doktoratu, ktorego celem byto
migedzy innymi zbadanie morfologii jadra komorkowego, nie kontynuowano pracy
z uzyskanym modelem zwierzecym z cytoplazmatyczng lokalizacja biatka PML. Biorac pod
uwagge, ze jedna z izoform biatka PML posiada lokalizacj¢ cytoplazmatyczna, w przysztosci
nalezy rozwazy¢ pracg¢ z takim modelem, tym bardziej, ze dostepne dane sugeruja wplyw
cytoplazmatycznej izoformy biatka PML na sygnalizacje cytokin (H.-K. Lin 1 in., 2004),
apoptoz¢ badana na mysich embrionalnych fibroblastach (ang. mouse embryonic fibroblasts)
(Giorgi 1 in., 2010) oraz obrong przeciwwirusowa potwierdzona w pracy na komodrkach

zainfekowanych wirusem HSV-1 (McNally 1 in., 2008).

Skutecznym narz¢dziem umozliwiajacym uzyskanie zwierzat z podwyzszonym
poziomem biatka PML w hipokampie okazat si¢ by¢ wektor wirusowy rAAV-EF1a-PML-
T2A-mCherry. W modelu tym jadra komorek neuronalnych hipokampa posiadaty ciatka
jadrowe PML znacznie wigkszych rozmiarow oraz ciatka te byly liczniejsze niz w kontrolnych
jadrach komoérkowych (Rycina 18). W niniejszej pracy jako kontrolg zastosowano wektor
wirusowy posiadajacy bialko fluorescencyjne mCherry, ktéore nie wplynglo na wielkos¢
1 liczbg cialek jadrowych PML. Poréwnujac kontrol¢ mCherry do niezainfekowanych zadnym
wektorem wirusowym jader neuronoéw, samo biatko mCherry lokalizuje si¢ na obrzezach jadra
komorkowego neuronow. Spowodowane moze by¢ to faktem, ze mCherry cho¢ jest
stosunkowo nieduzym biatkiem w duzych ilo$ciach tworzy agregaty (Costantini i in., 2012).
Na podstawie dostgpnej literatury wiadomo jednak, ze bialko to jest rutynowo

wykorzystywane jako kontrola do wielu do$wiadczen i1 zwykle nie wywoluje efektow
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niepozadanych w komoérkach neuronalnych (Chavoshinezhad i in., 2021; DeRosa i in., 2015;

Zhao i in., 2021).

5.4 Skuteczno$¢ systemu CRISPR/Cas9 umozliwiajaca otrzymanie modelu z delecja

bialka PML

Pojawienie si¢ w ostatnich latach techniki CRISPR/Cas9 zrewolucjonizowato nie tylko
badania nad ludzkimi nowotworami czy chorobami neurodegeneracyjnymi, ale réwniez
utatwito uzyskiwanie modeli transgenicznych stuzacych do badan podstawowych funkcji
gendéw 1 biatek in vivo. Technika CRISPR/Cas9 daje szans¢ na projektowanie zwierzat
transgenicznych stanowigcych modele o szerokim spektrum mutacji, wystepujacych np.
w ludzkich nowotworach, umozliwiajac wielowatkowe prowadzenie badan (Lampreht Tratar

iin., 2018).

W modelu myszy z delecja biatka PML wykorzystano Cre-zalezny system
CRISPR/Cas9. Zgodnie z przyjeta praktyka, aby zmaksymalizowa¢ prawdopodobienstwo
skutecznego usunigcia 1 zminimalizowa¢ ryzyko powstania niepeilnej formy biatka, gRNA
zaprojektowano dla poczatkowej sekwencji genu, a konkretnie dla dwodch pierwszych
egzondw Pml, ktore, co istotne, sa obecne we wszystkich izoformach biatka PML.
Skutecznos$¢ takiego postgpowania (dla innego biatka) potwierdzili w swojej pracy migdzy
innymi Mohr 1 in. (2016). Ponadto wybdr miejsca, w ktore zostaty skierowane sekwencje
gRNA, podyktowany byt rowniez tym, ze wszystkie izoformy genu PML posiadaja identyczna

sekwencje na N-koncu.

W kolejnych etapach pracy poddano weryfikacji funkcjonalnos¢ systemu CRISPR/Cas9
in vitro. Uzyskane wyniki potwierdzity spadek wzglednego poziomu mRNA dla genu PML.
Nalezy pamigtac, ze przy zastosowaniu wektorow wirusowych, stopien infekcji komorek,
ktorych naturalng reakcja jest obrona przed obcym materialem, w tym wypadku materialem
wirusowym (aktywacja odpowiedzi przeciwwirusowej), nie jest stuprocentowy (Halbert i in.,
1995; Laredj & Beard, 2011). Z tego powodu uznano, ze skuteczno$¢ jest wystarczajaca do

kontynuacji pracy z uzyskanym modelem myszy.

5.5 Fenotyp behawioralny myszy z delecja bialka PML charakteryzuje si¢ obnizeniem

zahamowan w sytuacjach lekowych i tendencja do zaburzen pamigci operacyjnej

System klatek IntelliCage jest wydajnym, w pelni zautomatyzowanym systemem

uzywanym do behawioralnych badan i szczegdtowych analiz ztozonych zachowan u myszy
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zyjacych w grupach (Kiryk i in., 2020), takich jak: aktywno$¢ (Ramboz i in., 1998), Igk
(Heisler i in., 1998), agresja (Saudou 1 in., 1994) oraz uczenie si¢ 1 pamie¢ (Bach i in., 1995;
Biieler i in., 1992). W niniejszej pracy zadania, ktorym poddano zwierzgta w systemie klatek
IntelliCage, dotyczyly przede wszystkim procesdw zwiazanych z uczeniem si¢ i pamigcia
(w jednym z testow gdzie zastosowano bodziec awersyjny). Szczegdtowej ocenie poddano
rowniez aktywno$¢ zwierzat. Niniejsza praca dostarcza pierwszych informacji, jak
podwyzszony poziom badz delecja biatkka PML wplywa na procesy uczenia si¢ i pamigci

u dorostych myszy.

Oceng zmian w zachowaniu zwierzat poddanych modyfikacjom rozpoczg¢to od analizy
wynikow uzyskanych w tescie clockwise i counter-clockwise. Oba testy rozpoczynaty si¢ dla
kazdej myszy indywidualnie od dowolnego rogu, po odwiedzeniu ktérego w celu uzyskania
dostepu do wody konieczna byta kontynuacja poruszania si¢ w klatce zgodnie z kierunkiem
ruchu wskazowek zegara lub w kierunku przeciwnym. Zadania te pozwolity na monitorowanie
zmian w formowaniu zar6wno pamigci przestrzennej, jak i proceduralnej (Albuquerque i in.,
2013; Endo 1 in., 2011). Myszy z obu grup do$wiadczalnych w poréwnaniu do obu grup
kontrolnych wykazaty podobne, przedstawione jako procent poprawnych wizyt, i prawidiowe
tempo nauki wyznaczonego im zadania. Wzrost proporcji poprawnych wizyt wynika ze
spadku liczby wizyt niepoprawnych przy nie zmieniajacej si¢ liczbie wizyt poprawnych.
W trakcie trwajacych testow oceniono rowniez aktywnos$¢ zwierzat poprzez sprawdzenie
liczby wszystkich puknig¢ nosem w poidto z woda. W pierwszych dniach zwierzgta,
wykazujac naturalny mechanizm poszukiwania rogu z dostgpem do wody, wykazaly wyzsza
aktywnos¢, ktora malata wraz z nabywaniem umiejgtnosci prawidtowego wyboru rogu z woda
w kolejnych dniach testu; réznice te jednak nie byly istotne pomigdzy poszczegdlnymi
grupami. U myszy z podwyzszonym poziomem biatka PML w hipokampie w tescie counter-
clockwise zauwazono jedynie tendencj¢ do udzielania wigkszej liczby poprawnych

odpowiedzi przy mniejszej aktywnosci.

Z wielu dotychczas przeprowadzonych badan wiadomo, ze zmiany w hipokampie wiaza
si¢ z uposledzeniem zdolno$ci uczenia si¢ w testach clockwise oraz counter-clockwise (Voikar
1 in., 2018). Mysi model zwierz¢cy z mutacja w genie Rsk2, u ludzi powodujaca zespot
Coffina-Lowry’ego charakteryzujacy si¢ migdzy innymi niepelnosprawnoscia intelektualna,
wykazal znaczne deficyty w uczeniu si¢ 1 pamigci w testach clockwise i counter-clockwise

w systemie IntelliCage (Fischer i in., 2017). Wspomniany przyktad dotyczy jednak poznanej
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i dobrze scharakteryzowanej jednostki chorobowej. Nie jest znana jednostka chorobowa

zwiazana z mutacja (dezaktywacja) genu Pml.

Testy clockwise 1 counter-clockwise sa jednymi z bardziej neutralnych i1 wyjatkowo
czutych testow. W trakcie trwania wyznaczonych zadan zwierzgta nie otrzymuja dodatkowe;j
stymulacji w postaci np. stodzonej wody lub bodzca awersyjnego, co mogtoby powodowac
ewentualne zmiany w zachowaniu myszy. Sprawia to jednak, ze modyfikacje, ktorych efekty
nie sa wyraznie zaznaczone, bywaja niedostrzezone lub nie do wychwycenia. Rozpoczynajac
analize behawioralna od tych testow spodziewano sig, ze ich wynik dostarczy odpowiedzi na
pytanie dotyczace intensywnosci wprowadzonych modyfikacji. Uzyskane wyniki dostarczyty
zatem informacji o tym, Ze wprowadzone modyfikacje zarowno w przypadku myszy
z podwyzszonym poziomem, jak i delecja biatka PML sg na tyle subtelne, Ze nie wptywaja na
zaburzenia w prawidlowym formowaniu si¢ pamigci przestrzennej i proceduralnej w testach
clockwise 1 counter-clockwise. Brak réznic moze wynika¢ rowniez z heterogennosci zmiany
genetycznej w tkance nerwowej, zwiazanej z nierownomierng dystrybucja wektora

wirusowego.

Kolejno przeprowadzono analiz¢ wynikow uzyskanych w te$cie uczenia sig
progresywnego. Z reguly test ten wykonywany jest na mysich lub szczurzych modelach
depresji (Jastrzgbska i in., 2016; Poggini i in., 2019), modelach uzaleznien, np. od opioidow
(morfina) (Skupio i in., 2017), a takze odpowiedzi na réznego typu uzalezniajace uzywki, np.
amfetaming, kokaing (Thomsen & Caine, 2006) czy alkohol (Radwanska & Kaczmarek,
2012). Rozne formy testu uczenia si¢ progresywnego wykorzystywano zarowno na modelach
z indukcja ekspresji badanych genow, jak 1 ich uposledzeniem w hipokampie. Do przyktadow
mozna zaliczy¢ badania przedstawione w pracy Serchowa i in. (2020), w ktorych stosujac test
uczenia si¢ progresywnego sprawdzano funkcjonalno$¢ indukowanej ekspresji receptora
adenozyny A1R w hipokampie, promujacego dzialanie przeciwdepresyjne 1 przeciwlgkowe
wywotane stresem (jako model chronicznej depresji). W innym badaniu na mysim modelu
z uszkodzonym hipokampem Voikar i in. (2018) przedstawili zaburzenia aktywnos$ci w tescie

z dostgpem do wody w okreslonych przedziatach czasowych.

W niniejszej rozprawie test uczenia si¢ progresywnego miatl na celu sprawdzenie
rozwoju reakcji instrumentalnej polegajacej na wykonywaniu przez zwierz¢ odpowiedniej,
zwigkszajacej si¢ na kazdym kolejnym poziomie, liczby pukni¢¢ nosem umozliwiajacej
uzyskanie dostepu do wody. W przeprowadzonych doswiadczeniach podawano wodeg bez

dodatkow, poniewaz, tak jak w przypadku poprzednich przeprowadzonych testow clockwise
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1 counter-clockwise, wybrano jego mozliwie najbardziej neutralng forme¢. Uwazano, ze sama
che¢ napicia si¢ powinna by¢ wystarczajaca motywacja dla zwierzat, umozliwiajaca
sprawdzenie, czy wprowadzone modyfikacj¢ maja wplyw na prawidlowe funkcjonowanie

pamigci operacyjne;j.

Wyniki testu uczenia si¢ progresywnego wykazaly, ze myszy z podwyzszonym
poziomem bialka PML w hipokampie w pierwszym dniu testu pokonaly istotnie mniejsza
liczb¢ pozioméw w porownaniu do zwierzat kontrolnych. Niestety ze wzgledu na utratg
danych z pozostatych dni testu analiza mozliwa byta jedynie dla pierwszej doby. Przerwanie
testu nastapito pod jego koniec (w piatej dobie) i nie zdecydowano si¢ na jego powtorzenie,
poniewaz po tym jak zwierz¢ta juz raz przeszly wyznaczony cykl testu prawdopodobne byto
otrzymanie niemiarodajnych wynikow. Ze wzgledu na niekompletno$¢ danych dla myszy
z podwyzszonym poziomem biatka PML nie przeprowadzono analizy aktywnos$ci, poniewaz

na podstawie jednego dnia nie nalezy wysnuwac¢ jakichkolwiek wnioskow.

Wyniki uzyskane dla myszy z delecja biatka PML w hipokampie dla calego testu
uczenia si¢ progresywnego wykazaly istotng statystycznie roznicg migdzy grupa
doswiadczalna i kontrolna. Zwierzgta z delecja biatka PML pokonywaty kolejne poziomy testu
wolniej od zwierzat z grupy kontrolnej. Ze wzgledu na brak pomySlnego pokonywania
kolejnych pozioméw testu, po tym jak zwierzeta kontrolne zakonczyly swoje zadanie, test
zostal zakonczony réwniez dla zwierzat do$wiadczalnych ze wzgledu na ich dobrostan
i konieczno$¢ uzyskania dostgpu do wody. Otrzymane rezultaty wskazuja, ze manipulacje
poziomem biatka PML (zaréwno w przypadku podwyzszonego poziomu, jak 1 delecji)
prowadza do zaburzenia pamieci operacyjnej uniemozliwiajacej nawet przy znacznie
wigkszej aktywnosci (w przypadku zwierzat z delecja) wykonanie prawidlowe;j i ciagtej ilosci

pukni¢¢ nosem w celu napicia si¢ wody.

Test Vogla, a w zasadzie test konfliktu Vogla, jest testem stosowanym gléwnie
w farmakologii i w wigkszo$ci przypadkow stuzy do okreslenia wlasciwosci przeciwlgkowych
lekéw, a tym samym umozliwia przewidywanie, ktore leki moga nasila¢ lub zapobiegac
zaburzeniom lub ostrym stanom lgkowym (Witkin, 2011). Test polega na ttumieniu zachowan
poprzez karanie zwierzgcia, z reguly poprzez razenie go pradem (bodziec awersyjny),
w trakcie proby zdobycia pozywienia lub wody. Przyktadowo, zastosowanie tego testu
pomogto wykazaé, ze myszy, ktérym podano lek przeciwlgkowy, czgéciej wracaly do miejsca,
w ktorym otrzymaty karg, co potwierdzilo skutecznos¢ dzialania lekéw majacych na celu

obnizenie poziomu Igku (Millan, 2003).
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W niniejszej rozprawie zastosowano zmodyfikowana i tagodniejsza wersj¢ tego testu.
Myszy przy probie napicia si¢ wody otrzymywaty bodziec awersyjny w postaci podmuchu
powietrza w nos powtarzany raz na dobg przez 4 dni. Przeprowadzony test ocenial, czy
wprowadzone modyfikacje wptyna na poziom lgku mierzony jako czas powrotu do rogu po
otrzymaniu bodzca awersyjnego, tak u zwierzat z podwyzszonym poziomem, jak i u zwierzat
z delecja biatka PML (w porownaniu do zwierzat z grup kontrolnych). Wyniki dla myszy
z podwyzszonym poziomem biatka PML w hipokampie nie wykazaly r6znic w czasie powrotu

do rogu z woda po otrzymaniu bodzca awersyjnego.

Myszy z usunigtym biatkiem PML w tescie Vogla w trzecim dniu testu wykazaty istotna
statystycznie rdznicg w czasie powrotu do rogu po otrzymaniu bodZca awersyjnego
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, u ktoérych czas ten byt dluzszy. Ponadto, w ciagu
wszystkich trzech dni testu, zwierz¢ta z delecja wykazaty istotnie wigksza aktywnos$¢
mierzona w ciagu 1 godziny po otrzymaniu bodzca. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze myszy
z delecja biatka PML wykazuja zaburzenia w formowaniu pamigci zwiazanej ze strachem.
Podobne wyniki na mysim modelu z konstytutywna delecja biatka PML otrzymali Butler 1 in.
(2013), ktorzy wykonali migdzy innymi test uniesionego labiryntu krzyzowego, w trakcie
ktorego myszy typu ,.knock-out” spedzaty wigcej czasu i duzo chetniej eksplorowaty otwarte
ramiona labiryntu (w pordwnaniu do grupy kontrolnej). Innym testem byt test otwartego pola,
ktory wykazal, Zze te same myszy spgdzaja mniej czasu przy S$cianach klatki przy

jednoczesnym braku réznic (migdzy grupami) w catkowitym pokonanym dystansie.

Przeprowadzone testy behawioralne pokazaly, ze zaburzenia ekspresji biatka PML maja
wpltyw na funkcje kognitywne myszy. Cho¢ wykazano, ze podwyzszenie lub obnizenie
poziomu PML nie ma wplywu na formowanie pamigci przestrzennej i proceduralnej (testy
clockwise oraz counter-clockwise), zaburzenia ekspresji maja znaczenie dla pamigci
operacyjnej oraz dla progu lgkowego. Zarowno ,nadekspresja”, jak i ,knock-out” PML
doprowadzily do pogorszenia pamigci operacyjnej (test uczenia si¢ progresywnego), co
zwierzgta z delecja PML probowaly kompensowaé wyzsza aktywnoscia ze wzgledu na brak
dostepu do wody. Zwierzgta z delecja PML wykazywaty nizszy prog Iekowy (test Vogla)

w polaczeniu z wyzsza aktywnos$cia w czasie godziny od otrzymania bodzca awersyjnego.

Brak wplywu podwyzszonego badZ obnizonego poziomu PML na formowanie pamigci
przestrzennej i proceduralnej (testy clockwise oraz counter-clockwise) jest zaskakujacy
w $wietle wyraznie zmienionej liczby 1 wielkosci cialek jadrowych PML badz ich zupelnego

braku w jadrach komoérkowych neurondéw hipokampa. Z drugiej strony nalezy pamigtac, ze
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w uzyskanych modelach poziom biatka PML ulegl podwyzszeniu lub delecji tylko w tych
komorkach, ktore zostaly pomyslnie zainfekowane wektorem wirusowym. Sama infekcja
wektorem wirusowym moze wywolywa¢ odpowiedZz antywirusowa, ktdra potencjalnie
ogranicza efektywno$¢ modyfikacji genetycznych w tkance. Wszystkie testy behawioralne
przeprowadzono na grupach zwierzat sktadajacych si¢ wytacznie z samic; istnieja doniesienia,
ze samice w testach prowadzonych w klatkach IntelliCage ucza si¢ szybciej niz samce (Mifflin
1in., 2021), a estrogen i progesteron wptywaja na uczenie si¢ i pamig¢¢ (Rapp 1 in., 2021). Nie

da si¢ zatem wykluczy¢, Zze uzyskany fenotyp moze by¢ zalezny od pici.

5.6 Zmiany Kkondensacji i rozmieszczenia euchromatyny i heterochromatyny oraz bialek
wspolwystepujacych z PML w jadrach komérkowych neuronéw z podwyzszonym poziomem

bialka PML

Cho¢ istnieje wiele doniesien potwierdzajacych istotng rol¢ bialkka PML 1 cialek
jadrowych PML w regulacji kondensacji chromatyny, brak jest szczegdtowych informacji
dotyczacych zmian w jadrze komorkowym neurondw, ktére wynikalyby z podwyzszonego
poziomu badz delecji biatka PML. Ciatka PML sa przede wszystkim miejscem rekrutacji oraz
magazynowania licznych bialek bedacych czynnikami modyfikujacymi dostgpnos¢
chromatyny, np. biatkka CREB (CBP), acetylotransferazy histonéw (HAT) zaangazowanej
w regulacje transkrypcji, czy biatka HP1 (Doucas i in., 1999; von Mikecz i in., 2000; J. Wang
11in., 2004). Co wazne, jednym z konstytutywnych skladnikéw cialek jadrowych PML jest
biatko DAXX (Everett, Earnshaw, 1 in., 1999; Ishov i in., 1999) bedace biatkiem opiekunczym
histonu H3.3 powiazanego z regulacja transkrypcji (Drané i in., 2010). DAXX jest biatkiem
wchodzacym w interakcj¢ z biatkiem ATRX, ktére roéwniez jest komponentem ciatek
jadrowych PML 1 biatkiem opiekunczym histonu H3.3 (Goldberg i in., 2010; Lewis 1 in.,
2010). Inne badanie wskazuje na obecnos¢ w ciatkach jadrowych innych wariantéw histonow
(ktorych rekrutacja zalezna jest od biatka DAXX), sugerujac rolg ciatek jadrowych PML
w sortowaniu poszczeg6lnych wariantow histonow i ich wiaczaniu do chromatyny przez rozne
biatka obecne w ciatkach jadrowych (Corpet 1 in., 2014; Delbarre 1 in., 2013). Co wazne,
ciatka jadrowe PML magazynuja konstytutywnie réwniez biatkko SETDBI1 bedace
metylotransferaza specyficzng dla lizyny 9 histonu H3 (Cho 1 in., 2011). W $wietle wyzej
opisanych informacji w niniejszej pracy podjeto si¢ proby wyjasnienia, czy uzyskane
modyfikacje moga mie¢ wplyw na partnerow biatkowych PML zwiazanych ze zmiana

struktury 1 aktywno$ci chromatyny (ang. chromatin remodeling; DAXX 1 ATRX) oraz na
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zmiany zachodzace w chromatynie zaréwno aktywnej (modyfikacja H3K9ac), jak

1 nieaktywnej (modyfikacje H3K9me2 i H3K9me3) transkrypcyjnie.

Wplyw zmian spowodowanych modyfikacjami genetycznymi jest zgodny ze sposobem
interakcji przypisywanym badanym parterom bialkowym PML. Poziom DAXX — biatka
obecnego w ciatkach jadrowych PML konstytutywnie i wspotwystepujacego z biatkiem PML
—zwigksza si¢ lub zmniejsza wspotmiernie do zwigkszonej badZ zmniejszonej ekspresji biatka
PML w jadrach komoérkowych neuronéw. Wiadomo, ze w stymulowanych neuronach
aktywowane przez kalcyneuryng biatko DAXX jest potrzebne do deponowania
niekanonicznego histonu H3.3 w miejscach aktywnych transkrypcyjnie, wspomagajac
ekspresj¢ niektorych gendw wcezesnej odpowiedzi (ang. immediate early genes): c-Fos, Egr2,
Dusp6, Bdnf (egzon IV) (Michod i in., 2012). Wobec tego zalezna od poziomu PML obecno$¢
DAXX w jadrze moze mie¢ znaczenie dla uruchamiania badz podtrzymywania transkrypcji
gendow zaangazowanych w plastyczno$¢ synaptyczna i synaptogeneze, czyli molekularne
mechanizmy tworzenia pamigci. Jako ze DAXX (wraz z ATRX) jest potrzebny do
deponowania histonu H3.3 réwniez w telomerach (Lewis i in., 2010), modulacja jego poziomu
w jadrze uzyskana posrednio przez zmiany poziomu PML moze wpltywaé na utrzymanie
struktury telomerow. Efekt ten moze jednak nie mie¢ znaczenia w wytworzonych modelach
zwierzecych, poniewaz modyfikacjom genetycznym ulegaty dojrzate (nieproliferujace)
neurony hipokampa. Natomiast ATRX — biatko fakultatywnie rezydujace w ciatkach
jadrowych PML w komorkach dzielacych si¢ (Xue 1 in., 2003) — nie lokalizuje si¢ w ciatkach
PML neuronéw hipokampa i jest obecne w jadrach tych komorek niezaleznie od poziomu

biatka PML.

W przypadku zmian zwigzanych z modyfikacjami potranslacyjnymi histonéw rdznice
widoczne sa wytacznie w modelu z podwyzszonym poziomem biatka PML w neuronach
hipokampa. Zwigkszona ilo§¢ biatka PML w widoczny sposob ogranicza w jadrze
komorkowym przestrzen dla chromatyny. Wplywa to na organizacj¢ przestrzenna chromatyny
aktywnej transkrypcyjnie (H3K9ac), ktora jest bardziej upakowana. Z kolei chromatyna, ktora
jest nieaktywna transkrypcyjnie, wykazuje zwigkszony udzial modyfikacji zwiazanej
z konstytutywnym wylaczeniem gendéw (H3K9me3) kosztem udzialu modyfikacji zwigzanej
z fakultatywnym wylaczeniem gendéw (H3K9me2). Wszystkie te zmiany moga potencjalnie
zmniejsza¢ dostgpnos¢ chromatyny dla czynnikéw transkrypcyjnych. Duza ilo$¢ biatka PML
zdaje si¢ sekwestrowac biatko SRm300, utrudniajac jego prawidlowa lokalizacje w cetkach
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jadrowych zaangazowanych w metabolizm mRNA i w ten sposdb potencjalnie hamujac

dojrzewanie transkryptow.

Wobec znaczacych zmian na poziomie komoérkowym, ktéore widoczne sa jedynie dla
modelu z podwyzszonym poziomem biatka PML, zaskakujacy jest fakt, ze w modelu tym nie
stwierdzono zmian fenotypu behawioralnego (poza pierwszym dniem nieukonczonego testu
uczenia si¢ progresywnego). Z kolei w modelu z delecja biatka PML, mimo braku zmian
w strukturze chromatyny, zaobserwowano efekt behawioralny zwiazany z pogorszeniem
pamigci operacyjnej 1 zmniejszeniem progu lgkowego zwierzat. Czynnikiem, ktory umozliwia
wytlumaczenie na poziomie molekularnym efektu behawioralnego w modelu z delecja biatka
PML, jest upo$ledzenie aktywacji gendw wczesnej odpowiedzi zaleznej od DAXX.
U zwierzat z podwyzszonym poziomem biatkka PML potencjalne wzmocnienie aktywacji
genow odpowiedzi wezesnej zwiazane ze zwigkszong obecnoscia DAXX w jadrach neuronow

hipokampa nie prowadzi do poprawienia funkcji kognitywnych tych zwierzat.

Innym istotnym dla prawidtowej funkcji neuronéw partnerem biatka PML jest biatko
wczesnej odpowiedzi Arc, ktére lokalizuje si¢ w ciatkach jadrowych PML i promuje ich
powstawanie w jadrach stymulowanych neuronow (Bloomer i in., 2007). Jadrowa lokalizacja
Arc jest konieczna do obnizenia ekspresji GluAl, czyli podjednostki receptora AMPA
(AMPAR) (Korb i in., 2013). Redukowanie poziomu AMPAR, obnizajace pobudliwos$c
neurondw, jest procesem homeostatycznym niezb¢ednym do prawidlowego formowania
pamigci. Dynamika lokalizacji Arc w jadrach neuronéw wytworzonych modeli zwierzecych
moze stanowi¢ przedmiot przysztych badan zmierzajacych do zaproponowania molekularnego

podioza zaobserwowanych efektow behawioralnych.
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6 Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, w niniejszej pracy:

1. Otrzymano dwa modele genetycznie zmodyfikowanych myszy: model
z podwyzszonym poziomem biatka PML oraz model z delecja biatka PML. W obu
modelach modyfikacja genetyczna byla indukowana w neuronach hipokampa

w wybranym momencie zycia dorostego zwierzecia.

2. Testy behawioralne wykazaly, ze delecja bialka PML w neuronach hipokampa
pogorszyta pamig¢ operacyjna i obnizyta prog lgkowy zwierzat. Testy behawioralne
wykazaty roéwniez, ze wprowadzone modyfikacje genetyczne jednoczes$nie nie

zaburzyly formowania pamigci przestrzennej i proceduralne;.

3. Morfologia jader komodrkowych neurondéw hipokampa oraz organizacja zawartej
w nich chromatyny wykazaty znaczne zmiany u zwierzat z podwyzszonym poziomem,
lecz nie u zwierzat z delecja, biatka PML. W modelu z podwyzszonym poziomem
biatka PML chromatyna aktywna transkrypcyjnie byta bardziej upakowana,
a nieaktywna transkrypcyjnie chromatyna charakteryzowata si¢ zwigkszonym
udziatem modyfikacji zwiazanych z konstytutywnym wytaczeniem genow kosztem

udziatu modyfikacji zwiazanych z fakultatywnym wylaczeniem genow.
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